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La candidose oropharyngée (COP) est une infection fongique opportuniste
particuLièrement fréquente chez les patients atteints d’infection au Vifi. Toutefois, les
altérations précises des mécanismes de défense qui prédisposent à l’infection de la
muqueuse buccale par Candida albicans demeurent inconnues. La souris transgénique
(Tg) exprimant le génome du VII-1-1 a la particularité de reproduire les éléments
cliniques et biologiques de la COP que l’on retrouve chez les patients atteints
d’infection au VIII. De nombreuses études réalisées chez des souris
immunocompétentes infectées à C. albicans ont démontré que l’immunité à médiation
cellulaire est protectrice à l’égard de la COP, et que les macrophages et les
polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs) empêchent la dissémination de la levure
aux organes profonds. Les hypothèses proposées pour cette étude sont les suivantes : (i)
Les lymphocytes T CD$+, les monocytes/macrophages, les PMNs, ou encore
l’association de ces populations cellulaires préviennent la dissémination systémique de
C. albicans chez la souris Tg ; (ii) Ces mêmes populations cellulaires effectrices
réduisent la charge de C. albicans au niveau de la muqueuse buccale chez la souris Tg.
La déplétion des PMNs, par l’injection d’Acm RB6-$C5, débutant à 21 ou à 45 jours
après l’infection à C. atbicans, n’a pas modifié la charge endobuccale, ni provoqué la
dissémination de la levure aux organes profonds. L’analyse de la production de
métabolites oxydatifs par les PMNs a montré que lactivité enzymatique des PMNs des
souris Tg n’est pas perturbée par l’expression du transgène. Le rôle des lymphocytes T
CD$+, comme mécanisme de défense contre C. albicans chez la souris Tg. est démontré
par une augmentation des décomptes buccaux chez la souris Tg CD$ KO
comparativement à la souris Tg. L’infection et le suivi de souris Tg mCD4C et Tg
CD4E, deux lignées de souris chez lesquelles le transgène s’exprime seulement au
niveau des lymphocytes T CD4+ et au niveau des lymphocytes T CD4+ et des cellules
dendritiques, respectivement, nous ont permis de déterminer que l’expression du
transgène au niveau de ces deux populations cellulaires est nécessaire et suffisante pour
obtenir l’état de porteur chronique de C. albicans au niveau de la cavité buccale. En
conclusion, cette étude nous a permis de démontrer que les PMNs ne sont pas impliqués
dans la pathogenèse de la COP chez ces souris Tg, et également de démontrer pour la
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toute première fois que les lymphocytes T CD$+ jouent un rôle dans la défense de
l’hôte contre la COP.
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Oropharyngeal candidiasis (OPC) is a frequent opporninistic fungal infection among
HIV-1 infected patients. However, the precise impairments of host defense mechanisms
predisposing to oral infection by Candida albicans are enigmatic. Transgenic (1g) mice
expressing HIV-1 in immune celis develop an AIDS-lilce disease that closely mimics the
clinical and pathologic features of candidal infection in human ATDS. Many studies
performed using immunocompetent mice infected with C. aÏbicans have shown that
adaptive cellular immunity is protective towards OPC. and that macrophages and
polymorphonuclear neutrophiis (PMNs) prevent dissemination of the yeast to internai
organs. The hypotheses for thïs study are (j) CD$+ T lymphocytes,
monocytes/macrophages, PMNs, or the association of these celi populations prevent
systemic dissemination of C. albicans in these 1g mice; (ii) These same celi populations
reduce mucosal outgrowth of C. albicans in these Tg mice. Depletion of PMNs by
injection of RB6-$C5 mAb, starting at 21 or 45 days after oral infection with C.
aÏbicans did flot modif’ the mucosal outgrowth, nor cause systemic dissemination of
the yeast. Analysis of the production of oxidative compounds by PMNs showed that
enzymatic activity of 1g mice PMNs is flot perturbed by expression of the transgene.
The role of CD$+ T lymphocytes as a defense mechanism against C. albicans in these
Tg mice was demonstrated by an augmentation of oral burdens in CD8 KO Tg mice
compared to Tg mice. Oral infection of mCD4C and CD4E 1g mice, in which the
transgene is expressed only in CD4+ T lymphocytes and in CD4+ T lymphocytes and
dendritic cells, respectively, showed that transgene expression in these two celi
populations is necessary and sufficient to obtain the chronic carrier state of C. albicans
in the oral mucosa. In conclusion, this study has allowed us to show that PMNs are flot
involved in the pathogenesis of OPC in these 1g mice, and also, for the first time, to
demonstrate that CD8+ I lymphocytes are involved in host defense against OPC in
vivo.
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CHAPITRE 1: BIOLOGIE DE CANDIDA
Li Description, classification et habitat naturel
Candida est un champignon diploïde imparfait et dimorphe (Calderone, 2002). Il est
la cause la plus commune de mycoses opportunistes à travers le monde. C’est aussi
un saprophyte qui colonise la peau et les membranes muqueuses de 25 à 50% des
humains (Glick et al., 1999). Candida fait partie de la flore normale de la peau, et des
muqueuses buccale, vaginale et gastrique (Matthews et al., 2002). Ce pathogène
opportuniste de l’homme se retrouve également dans l’environnement (Kendrick,
2000).
1.2 Espèces
Le genre Candida inclut environ 154 espèces (Kendrick, 2000). Parmi celles-ci, six
sont plus fréquemment isolées de patients atteints de candidose. Alors que Candida
albicans est la première cause de la candidose (80% des infections à Candida),
Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei, et
Candida lusitaniae sont aussi responsables d’infections à Candida (Odds, 1988).
1.3 Pathogenèse des infections à Candida
1.3.1 Épidémiologie et manifestations cliniques
La candidose est, dans la plupart des cas, une infection d’origine endogène
caractérisée par une prolifération anormale de Candida. Toutefois, la candidose peut
occasionnellement provenir de sources exogènes (comme les cathéters ou les
dispositifs prosthétiques) ou encore, elle peut être transmise entre humains. Par
exemple, lors de la naissance, une candidose vaginale peut occasionner une
candidose orale chez le nouveau-né (Matthews et al., 2002). Les Candida spp. sont
(j les 4jème organismes les plus souvent isolés d’hémocultures de patients hospitalisés
aux Etats-Unis (Pappas et al., 2003). De plus, 75% des femmes présenteront au
moins un épisode de vaginite à Candida au cours de leur vie, dont 20% deviendront
récurrents (Fidel et al.. 1999).
Le spectre clinique de la candidose est extrêmement diversifié. Presque tous
les organes et systèmes du corps humain peuvent être affectés. La candidose peut
être localisée à la surface de la peau (intertrigo, périonyxis) ou au niveau des
muqueuses vaginale (vaginite), gastro-intestinale (entérite, rectite) ou encore
oropharyngée (muguet) (Matthews et al., 2002). Dans d’autres circonstances, la
candidose peut être profonde et disséminée. Dans ce cas, la levure s’est propagée à
partir du premier lieu infecté via la circulation sanguine, et elle se dissémine à
l’intérieur des organes internes (reins, foie, cerveau, etc.), ce qui entraîne
fréquemment la mort de l’individu (Matthews et al., 2002). On retrouve la candidose
systémique chez les patients atteints de neutropénie profonde, chez les greffés de
moelle osseuse et parfois, chez les patients atteints d’infection au VIH en phase
SIDA avancée (Maffhews et al., 2002).
Chez l’homme, plusieurs facteurs prédisposent à la candidose. Certains
d’entre eux sont des facteurs d’ordres physiologique (âge), hématologique
(neutropénie, SIDA), endocrinologique (diabète), ou iatrogénique (prise
d’antibiotiques ou de stéroïdes, chimiothérapie, cathéters endovasculaires ou
urinaires) (Matthews et aL, 2002). Normalement, la candidose résultant de facteurs
non-immunologiques (diabète, obésité, prise d’antibiotiques, traitement local ou
systémique aux stéroïdes, etc.) peut être maîtrisée lorsque le facteur prédisposant est
contrôlé. Ce sont les candidoses greffées aux perturbations immunologiques de l’hôte
qui demeurent problématiques, entre autres chez les patients infectés au VIH
(Matthews et al., 2002).
1.3.2 Facteurs de virulence de C. albicans
Afin de devenir pathogène, C. aïb jeans doit être apte à réagir aux différents signaux
complexes provenant de l’environnement particulier des différentes niches
anatomiques de l’hôte, et ce par l’expression de gènes spécifiques reliés à sa
jvirulence. L’une des contraintes devant être surmontées par C. albicans s’avère le pH
environnemental de la niche dans laquelle il doit s’établir. Il a été démontré in vivo et
in vitro que deux gènes de C. albicans, PHR1 et PHR2, sont essentiels à la survie du
champignon selon le pH environnant (Mi]hlschlegel et al., 1997; $aporito-Irwin et
al., 1995). En effet, le gène PHR] est fortement exprimé à pH neutre, comme c’est le
cas dans la circulation sanguine, alors que le gène PHR2 est exprimé dans des
conditions acides (pH 6), comme à l’intérieur de la cavité vaginale. Ces deux gènes
sont donc complémentaires en permettant à la levure de coloniser les différentes
niches de l’hôte. La création d’un mutant homozygote nul pour le gène PHRJ de C.
albicans a permis de confirmer que la survie in vivo du champignon est grandement
réduite dans un modèle de candidose systémique chez la souris. Toutefois, la survie
de ce mutant est conservée dans un modèle d’infection vaginale. Une information
complémentaire a pu être fournie à l’aide d’un mutant homozygote nul pour le gène
PHR2 qui a survécu dans la circulation sanguine, mais pas dans un modèle
d’infection vaginale de souris (De Bernardis et al., 1998).
Plusieurs adhésines sont exprimées par C. albicans afm de lui permettre de se
lier aux ligands situés à la surface des cellules de l’hôte. La fibronectine, la laminine,
le fibrinogène et le collagène de type I et W (Chaffin et al., 199$; Hostetter, 1994)
sont toutes des protéines de la matrice extracellulaire des cellules de mammiferes
auxquelles la levure peut se lier et ainsi, amorcer les étapes précoces de l’infection.
Ces adhésines incluent: une famille de protéines possédant des séquences
ressemblant aux agglutinines (agglutinin-like sequences [ALSs]), une protéine
ressemblant à une intégrine (Intlp), une protéine Mntlp possédant une activité
mannosyl-transférase de type I, et finalement, une protéine Hwplp (signal wall
protein) servant de cible pour les transglutaminases de l’hôte et permettant ainsi la
formation de liens covalents entre la levure et la surface de la cellule hôte (Calderone
et al., 2001).
C. albicans produit aussi des enzymes hydrolytiques qui endommagent les
tissus de l’hôte et qui lui permettent d’envahir les tissus. Ces enzymes regroupent
deux principales familles: les protéases aspartyles sécrétées (Saps) et les
phospholipases. L’activité de ces deux familles d’enzymes est synchronisée avec la
4progression de la maladie, et ce dans les différentes niches de l’hôte. Une des
phospholipases, la phospholipase B, est exprimée par au moins deux gènes (PLB] et
PLB2) (Leidich et al., 199$; Sugiyama et ah, 1999) et elle contribue à la pathogenèse
de ta candidose par la dégradation des tissus de l’hâte (Ibrahim et ah, 1995;
Ghannoum, 2000). Les $APs sont constituées d’au moins 10 gènes connus ($AF] à
SAF] O). Durant l’infection, les Saps sont responsables de la digestion des protéines
de l’hôte, de l’adhérence, de la dégradation des barrières muqueuses de l’hôte, et de
l’évasion des défenses de l’hôte en dégradant les immunoglobulines (IgA) et les
protéines du complément (Hube et al., 1998). Des études, réalisées à l’aide de la
technique de RT-PCR, ont permis d’identifier l’expression des SAFs au cours de
l’infection buccale par le C. albicans (Schaller et al., 199$). Schaller et al. (1998) ont
montré, à l’aide d’un modèle de la candidose buccale faisant appel à de l’épithélium
humain reconstitué, que la SAPJ et la SAP3 sont tout d’abord exprimées à 42 heures
post-infection, suivies, 6 heures plus tard, de la SAP6 s’accompagnant de la
formation d’hyphes, et se terminant 60 heures plus tard avec l’expression de la SAP2
et de la SAP8. Cette même séquence fut également observée par la même équipe de
chercheurs mais cette fois, à l’aide d’échantillons cliniques de patients atteints de
candidose buccale. Par la suite, une étude de l’expression des SAPs dans la salive de
patients atteints de candidose buccale, a permis de confirmer les résultats de Schaller,
tout en démontrant que la SAP4 et la SAP5 étaient détectées chez tous les sujets
étudiés. À l’aide d’un modèle de candidose vaginale chez le rat et de différents
mutants de Candida, De Bemardis et al. (1999) ont non seulement observé
l’expression des SAFs à ce site, mais ils ont aussi démontré que les SAFs étudiées
(SAPJ à SAP6) et, plus particulièrement, la SAP2, semblaient toutes jouer un rôle
dans la pathogenèse de la candidose. En effet, le mutant homozygote nul de la $AF2
était le moins virulent dans ce modèle, comparativement aux mutants nuls des autres
SAPs et, lorsque ce gène fut réinséré chez le mutant nul, la virulence est réapparue.
Ces exemples démontrent que l’expression de chaque SA? dépend, entre autres, de la
niche ainsi que de la progression de l’infection.
Un autre facteur présumé de la virulence de C. albicans est sa capacité à
changer de forme morphologique en réponse aux signaux provenant de
l’environnement. En effet, ce champignon existe sous trois formes réversibles in vivo
5la forme levure unicellulaire, les pseudohyphes et les hyphes. Malgré que la
formation d’hyphes ne soit pas requise pour la pathogénicité de C. albicans, son
habileté à se transformer en hyphes a été indiquée comme facteur de virulence lors
de l’invasion des tissus superficiels de l’hôte (Sweet, 1997). Durant les étapes
précoces de l’infection, la formation d’hyphes pourrait favoriser la pénétration des
tissus de l’hôte. De plus, par un phénomène appelé le thigmotropisme, il semblerait
que C. albicans soit capable de «sentir» son environnement et de pénétrer
l’épithélium des muqueuses via les jonctions intercellulaires (Sweet, 1997).
Finalement, le dernier facteur de virulence identifié jusqu’à maintenant est
appelé le phenotypic switching. De nombreux facteurs de virulence de C. aÏbicans
tels que la transition hyphe-levure (Anderson et al., 1989), l’adhésion aux cellules
épithéliales de l’hôte (Vargas et al., 1994) et la sécrétion de la $APJ et de la SAP3
(Kvaal et al., 1999) semblent gouvernés par ce phénomène. De plus, ce dernier serait
responsable de l’expression de différents gènes essentiels à la virulence tels que le
gène de résistance aux antifongiques CDR3 (Balan et al., 1997), le gène spécifique à
la formation de colonies blanches WHJ 1 (Kvaal et al., 1997), le gène spécifique à la
formation de colonies opaques 0P4 (Morrow et al., 1993), et le gène essentiel au
développement de la forme hyphe EFGJ (Sonnebom et al., 1999; Srikantha et al.,
2000). Lephenotypic switching s’observe à l’état de prototype chez la souche WO-1
de C. albicans, qui a la capacité de se présenter sous forme de colonies blanches ou
opaques pouvant s’interchanger à la fréquence de (SoIl, 1992). Malgré un rôle
encore inexpliqué dans la virulence de C. albicans, le phenotypic switching semble
particulièrement important pour l’adaptation du champignon aux différents sites
anatomiques de l’hôte.
En conclusion, il est clair que la pathogénicité du C. albicans est très
complexe : elle ne dépend pas d’un seul trait de virulence, mais bien d’un ensemble
de facteurs qui semblent étroitement régulés selon l’environnement et les besoins du
champignon.
CHAPITRE 2 : LA CANDIDOSE DANS LE CONTEXTE DE L’INFECTION
AUVffl-1
Les infections fongiques sont une des causes les plus communes de morbidité et de
mortalité chez les patients infectés par Je VIH. Parmi celles-ci, la principale est la
candidose oropharyngée (COP). En effet, avant l’arrivée des thérapies anti
rétrovirales hautement actives (HAART), de 50 à 70% de ces patients développaient
au moins un épisode de COP durant le cours de cette maladie (Feigal et al., 1991;
Samaranayake et al., 1989). Depuis l’introduction des HAART en 1996 (incluant un
inhibiteur de protéase virale), le nombre de cas de candidose oropharyngée a
diminué dramatiquement (Arribas et al., 2000; Cauda et al., 1999). Malgré une
diminution notable de l’incidence de la COP chez les patients recevant une thérapie
HAART, cette infection opportuniste demeure fréquente chez les patients infectés au
VIH habitant les régions en voie de développement, tel qu’en Afrique. De plus, la
thérapie HÀÀRT se complique d’effets toxiques et de problèmes d’adhérence
(Montessori et al., 2004).
2.1 Types de candidoses associées au VIII
La COP chez les patients infectés au Viii peut se présenter sous différentes formes
cliniques telles que la candidose pseudomembraneuse, la candidose érythémateuse, la
perlèche et la candidose hyperpiasique chronique (Classification and diagnostic
criteria for oral lesions in I-11V infection., 1993).
La candidose pseudomembraneuse, communément appelée muguet est
caractérisée par de multiples plaques blanchâtres qui, lorsqu’elles tombent ou sont
enlevées, laissent apparaître une surface érythémateuse sous-jacente. Les sites les
plus fréquemment impliqués sont les muqueuses buccale, labiale et du palais, ainsi
que les bordures latérales et la surface dorsale de la langue. Les patients atteints du
SIDA peuvent présenter des plaques blanchâtres couvrant une grande surface de la
muqueuse buccale. Ces patients se plaignent souvent de sensations de brûlure et
7d’altération du goûter. L’inconfort chronique associé à cette forme de candidose peut
entraîner une insuffisance d’apports nutritionnels et ainsi contribuer à une importante
perte de poids chez le patient infecté au VIF!. Ce type de candidose peut être associé
aux premières étapes de l’immunodépression, mais survient plus fréquemment chez
les patients avec un nombre de lymphocytes T CD4+ inférieur à 400 cellules/mm3 de
sang (Powderly et al., 1992; Sangeorzan et al., 1994).
La candidose érythémateuse se caractérise par de l’érythème marqué de la
muqueuse buccale (surtout au niveau du palais) et une perte de papilles sur la langue.
Cette variété de candidose est observée chez les patients suivant un traitement
prolongé aux antibiotiques ainsi que chez les patients atteints du SIDA. Les
symptômes sont moins intenses et moins dommageables que ceux de la candidose
pseudomembraneuse. Les patients se plaignent surtout de sensations de brûlures.
Durant la phase chronique asymptomatique de l’infection par le VIH, les
candidoses érythémateuse et pseudomembraneuse sont toutes deux d’excellents
indicateurs de l’apparition d’immunodéficience progressive chez l’hôte, et ce
indépendamment du nombre de lymphocytes T CD4+ circulants (Katz et al., 1992;
Figure 1. Exemple de candidose pseudomembraneuse
8Nielsen et al., 1994). Toutefois, la candidose pseudomembraneuse prédomine lorsque
le nombre de lymphocytes T CD4+ chute en deçà de 200/mm3, alors que la
candidose érythémateuse n’est pas, jusqu’à maintenant, associée de façon
significative avec la progression de la maladie (Patton, 2000).
La perlèche représente une troisième forme de COP observée chez les
patients infectés au VIH. C’est une infection de la commissure des lèvres avec ou
sans formation de fissures et de croCttes humides. La perlèche peut survenir de façon
isolée ou en présence des deux autres formes de candidose mentionnées ci-haut. Ce
type d’infection à Candida se développe au stade précoce de l’infection au VIH, ou
en présence de xérostomie (état de sécheresse de la cavité buccale liée à une
importante diminution ou à une disparition de la sécrétion salivaire résultant d’une
atteinte de la totalité des glandes salivaires principales et accessoires).
L
Figure 2. Exemple de candidose érythémateuse
9Figure 3. Exemple de perlèche
Finalement, le dernier type de COP est la candidose hyperplasique chronique
aussi connue sous le nom de leucoplasie à Candida. Ce type de candidose est
caractérisé cliniquement par des plaques confluentes blanchâtres ou jaunâtres qui ne
se détachent pas en frottant. situées surtout au niveau de la muqueuse buccale
derrière les commissures labiales et sur les surfaces latérales et dorsales de la langue.
Les patients atteints de cette variété de candidose se plaignent fréquemment de
sensations de brûlures. Outre les patients infectés par le VIH, cette foi-rue de
candidose est fréquemment retrouvée chez les fumeurs.
Figure 4. Exemple de candidose hyperplasique chronique
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Chez les patients infectés au VIH, la candidose oropharyngée se complique
fréquemment d’une candidose oesophagienne (Fazio et al., 1983; Levine et al.,
1985). Tout comme pour la COP, c’est C. atbicans qui est responsable de la vaste
majorité des cas de candidose oesophagienne, (Bhatia et aï., 1989; Bonacini et al.,
1991) alors que d’autres espèces de Candida sont identifiées beaucoup moins
fréquemment. L’œsophagite à Candida est habituellement (75% des cas), mais pas
toujours, associée à la COP survenant de façon simultanée (Porro et al., 1989). Les
patients atteints vont présenter les symptômes suivants la dysphagie (difficulté à
déglutir), l’odynophagie (douleur à la déglutition), des douleurs thoraciques sous
stemales qui ne sont pas clairement reliées à la déglutition, et/ou une impression
d’obstruction abdominale. Toutefois, de 30 à 43% des patients infectés par le VTH
sont asymptomatiques lors de la candidose oesophagienne. Cette forme de candidose
survient habituellement lorsque le nombre de lymphocytes T CD4+ circulants est
inférieur à I 00/mm3 (Imam et al., 1990), bien qu’elle puisse aussi être observée
durant l’immunodépression associée à la primo-infection. (Cilla et al., 1988). La
candidose oesophagienne peut aussi être retrouvée chez les nouveaux-nés, les
personnes âgées et les patients atteints de néoplasies. Tout comme pour la COP,
l’utilisation des HAART a également entraîné une décroissance importante de
l’incidence de la candidose oesophagienne et ce, comparativement à l’époque
précédent l’apparition des HAART où l’incidence de ce type de candidose était de 15
à 20% (Detels et al., 2001; et Ives et al., 2001).
2.1.1 Histologie de la cavité buccale
2.1.1.1 La muqueuse buccale
La muqueuse buccale est principalement constituée d’un épithélium pavimenteux
stratifié non-kératinisé qui repose sur une lamina propria constituée de tissu
conjonctif lâche (Provenza, 1988). L’épithélium pavimenteux stratifié couvre 60% de
la surface interne de la cavité buccale (les joues, sous la langue, le plancher de la
bouche et le palais mou) de même que le pharynx (Marieb, 1999). À cause de
l’abrasion causée par la mastication, l’épithélium qui recouvre les gencives et le
palais dur est kératinisé ou para kératinisé (Provenza, 198$). L’épithélium kératinisé
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est composé de quatre couches: sfratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum et stratum corne um. L’épithélium de la muqueuse buccale est imervé et
avascularisé, tandis que la lamina propria est parcourue de capillaires qui nourrissent
l’épithélium (Marieb, 1999). La lamina propria possède aussi des follicules
lymphoïdes épars infiltrés par des lymphocytes, faisant parti des formations
lymphoïdes associées aux muqueuses (MALT) et jouant un rôle important dans la
défense de l’hôte contre les infections buccales (Marieb, 1999). En effet, la
muqueuse buccale représente la première barrière de défense contre les bactéries et
autres agents pathogènes qui ont libre accès au tube digestif.
2.1.1.2 La langue
La langue est une masse de muscles striés recouverts par une membrane muqueuse.
Cette muqueuse est fortement attachée au muscle par la lamina propria, qui pénètre
entre des amas de fibres musculaires (Marieb, 1999). Il y a peu ou pas de sous-
muqueuse. Le muscle est disposé en amas de plusieurs grosseurs qui sont séparés par
du tissu conjonctif s’entrecroisant à trois niveaux (Marieb, 1999). Ceci confère à la
langue la flexibilité requise pour parler, positionner la nourriture, malaxer et amorcer
la déglutition. Les surfaces dorsale et ventrale de la langue diffèrent quant à la nature
de la muqueuse. La face ventrale est composée d’un épithélium pavimenteux stratifié
non-kératinisé reposant sur une lamina propria, alors que l’épithélium couvrant la
surface dorsale est kératinisé (Provenza, 1988). Un repli de la muqueuse appelé le
frein lingual relie la langue au plancher de la bouche et limite son mouvement vers
l’arrière (Marieb, 1999). À l’arrière, l’épithélium s’invagine afm de former les
cryptes des amygdales linguales. Les cryptes amygdaliennes, qui sont situées dans la
lamina propria, abritent un tissu lymphoïde nécessaire à la destruction des
microorganismes pathogènes (Marieb, 1999). La langue possède une multitude de
projections papillaires située aux 2/3 de la surface dorsale antérieure, provenant de la
muqueuse sous-jacente. Il y a trois types de papilles retrouvées chez l’homme (et
chez la souris):
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1. Les papilles filiformes sont les plus petites et les plus nombreuses et sont
alignées en rangées parallèles à la surface dorsale de la langue. Elles sont
minces, avec des projections coniques qui n’ont pas de calicules gustatifs.
Elles contiennent de la kératine, ce qui les rend plus rigides et qui donne à la
langue sa teinte blanchâtre (Marieb, 1999).
2. Les papilles fungifonnes (en forme de champignon) sont dispersées entre
les papilles filiformes à la surface de la langue. Chacune d’entre elles possède
un calicule gustatif à sa surface externe et comporte un centre vasculaire qui
lui donne une teinte rougeâtre (Marieb, 1999).
4. Les papilles cfrcumvallées ou papilles caliciformes, sont les plus grosses et
les moins nombreuses. Elles sont formées de 10 à 12 papilles alignées en
forme de V situées à l’arrière de la langue et positionnées devant les
amygdales linguales. Chacune est entourée d’une anneau composé de
muqueuse, celle-ci étant séparée par un sillon circulaire du calicule gustatif
central (Marieb, 1999).
L’histologie de la muqueuse buccale est comparable chez l’homme et la souris, à
l’exception d’une épaisseur réduite de 3 à 5 fois chez la souris. (Hill et al., 1981).
2.2 Réponse immunitaire de la muqueuse buccale à l’égard de l’infection par
C. atbicans
L’immunité de la muqueuse buccale peut se décrire comme étant une superposition
de trois systèmes de défenses, s’étant développés au cours de l’évolution, et
coopérant les uns avec les autres afin de prévenir les infections par les pathogènes
endogènes et exogènes. En plus de ces trois systèmes de défense immunologique, la
muqueuse buccale est aussi protégée par les différents microbes commensaux qui
habitent la flore buccale. Par exemple, Streptococcus sanguis ainsi que d’autres
streptocoques oraux compétitionnent avec C. albicans pour la biotine, l’une des
vitamines essentielles à la survie de ce champignon (Prescott et al., 1993). Ces trois
systèmes, qui sont aussi impliqués dans la lutte contre la COP, sont présentés ici.
Mcanisrne : Caiproteotine Lctofenine.















2.2.1 Les mécanismes de défense sécrétés
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Certains composants de la salive, incluant la mucine et divers facteurs
antimicrobiens, contribuent à la défense externe de l’épithélium buccal. Les mucines
sont des glycoprotéines sécrétées par les glandes salivaires, qui sont impliquées dans
la formation de biofilms ainsi que dans la lubrification de la muqueuse bticcale afin
de la protéger des attaques chimiques et physiques (Tabak, 1995). Edgerton et al.
(1993) ont démontré que C. albicans peut se lier aux mucines de la salive. Un des
rôles suggérés des mucines serait de limiter la prolifération de C. aÏbicans au niveau
de la muqueuse buccale. En effet, le débit salivaire pourrait contribuer chez le sujet
normal à prévenir toute excroissance de C. aÏbicans en éliminant tout surplus de la
levure par la déglutition.
Les glandes parotides produisent de nombreux facteurs antimicrobiens non-
spécifiques, incluant le lysozyme, la lactoferrine, les histatines, la calprotectine, et
également les anticorps sécrétoires IgA spécifiques (sIgA). Comme ces derniers
appartiennent à l’immunité humorale, ils seront abordés à la section 2.2.3.
Figure 5. Les trois systèmes de défense immunologique de la muqueuse buccale
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Le lysozyme est une protéine cationique communément retrouvée dans la
salive et dans les granules des cellules phagocytaires. Cette protéine est surtout
connue pour son activité enzymatique qui lui permet de cliver les liens
indispensables à l’intégrité de la paroi cellulaire microbienne. Le lysozyme est aussi
capable de tuer les mïcroorganismes qui n’ont pas de peptidoglycane, tel que C.
albicans (Samaranayake et al., 2001b).
La lactoferrine est une glycoprotéine liant le fer et elle est produite par les
cellules myéloïdes, tels les polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs) (et non pas
par les macrophages) ainsi que par l’épithélium glandulaire. La lactoferrine empêche
la croissance des microorganismes en séquestrant le fer nécessaire à leur
prolifération. La lactoferrine contribue à la diminution de l’activité et de la
concentration des Saps produites par C. albicans (Wu et al., 1999). De plus, il a été
démontré que la lactoferrine exerce d’autres activités antifongiques à ]‘égard de C.
aÏbicans telles que l’endommagement de la paroi cellulaire du champignon (Nikawa
et al., 1993), ainsi que l’activation d’enzymes induisant l’autolyse, contenues à
l’intérieur de la levure (Laible et al., 1985).
Les histatines forment une famille de peptides basiques riches en histidine.
Ces protéines sont principalement retrouvées dans les sécrétions sous-mandibulaires
et parotidiennes et elles sont produites par les glandes salivaires de l’épithélium
(Troxler et al., 1990). LaI et al. (1992) ont démontré que les histatines de la salive
exercent un puissant effet antifongique à l’égard de C. albicans et ce, en réduisant la
viabilité ainsi que la formation d’hyphes et de blastoconidies chez ce champignon.
Finalement, la calprotectine est le dernier facteur non-spécifique qui a été
identifié comme moyen de défense contre C. albicans. La caiprotectine est une
protéine anionique retrouvée en abondance dans le cytosol de certaines cellules
myéloïdes (PMNs et monocytes/macrophages), ainsi qu’à l’intérieur des cellules
épithéliales (Brandtzaeg et al., 1987; Van Heyningen et al., 1990). La caiprotectine
est formée de deux sous unités appelées MRP8 et MRPI4 agissant de concert afin de
lier le calcium et le zinc, et ainsi priver les microorganismes, tel que C. albicans, de
ces nutriments essentiels. Elle est aussi retrouvée en grande quantité dans la salive et
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elle semble être impliquée dans le transport des acides gras (Siegenthaler et al.,
1997).
Il existe aussi d’autres facteurs non-spécifiques contribuant à la défense de la
muqueuse buccale (la peroxydase salivaire, les cystatines, la stathérine, etc.), mais
jusqu’à maintenant, aucune étude ne démontre leur implication dans la défense à
l’égard de C. albicans.
2.2.2 Les mécanismes de défense cellulaires résidents de la muqueuse
Ce système inclut l’ensemble des populations cellulaires impliquées dans la défense
de la muqueuse buccale, et il a deux fonctions principales: (i) ralentir les attaques
microbiennes invasives et (ii) recruter les populations cellulaires immunitaires
effectrices vers la muqueuse, pour que celles-ci interviennent à leur tour contre le
microorganisme pathogène.
L’épithélium sert en tout premier lieu de barrière physique en empêchant les
microorganismes, tel que C. albicans (Squier, 1991), de pénétrer les tissus tout en
réduisant leur nombre par le mécanisme de desquamation. Ce dernier phénomène est
possible grâce à une prolifération et une différenciation rapide des cellules de
l’épithélium buccal (turnover). Le temps moyen requis pour le remplacement des
cellules de la muqueuse buccale est de 14 jours (Karam, 1999). La prolifération des
cellules épithéliales dépend de deux principaux facteurs multifonctionnels : le facteur
de croissance épidermique (EGf) et le facteur-Œ de nécrose de tumeurs (TNF-a)
(Squier et al., 2001). La transduction des signaux de prolifération est médiée par le
récepteur EGf/TNF-Œ qui est exprimé principalement par les kératinocytes situés au
niveau basal de l’épithélium, et dont l’expression diminue à travers le stratum
corneum. En plus d’être produit par les macrophages, le TNF-UL est produit par les
kératinocytes et il peut ainsi agir de façon autocrine (Krueger et al., 1990). La
prolifération des kératinocytes peut être aussi stimulée en réponse â l’inflammation.
Dans ce cas, il y aura production immédiate à partir des plaquettes, de facteur de
C croissance dérivé des plaquettes (PDGf) et de facteur-f3 transformant la croissance
16
(TGF-f3) (Abbas et al., 2000). Le TGF-t3, aussi produit par les kératinocytes,
augmente la prolifération du tissu conjonctif tandis qu’il empêche la croissance de
l’épithélium. Tout comme l’EGF et le TNF-cr, le PDGf peut stimuler la prolifération
des kératinocytes et du tissu conjonctif (Squier et aI., 2001). Dans les situations où
l’inflammation perdure, ces cytokines (le TGf-3, le TNF-Œ et le PDGf) peuvent être
produites par les cellules de la lignée des monocytes/macrophages (Abbas et al.,
2000). D’autres cytokines, telles que l’lL-l, l’IL-3, l’IL-6 et le GM-CSF, sont aussi
produites par les cellules immunitaires et peuvent également réguler la prolifération
des cellules épithéliales (Squier et al., 2001).
Les kératinocytes de la muqueuse buccale produisent également des
substances antimicrobiennes telles que les J3-défensines 1-3, les cathélicidines, et
comme mentionné plus haut, la caiprotectine. Les 13-défensines et les cathélicidines
sont aussi produites par les cellules épithéliales des voies respiratoires, de la
muqueuse gastrique et de la peau (Harder et al., 1997; Murakami et al., 2004). Les f3-
défensines (Harder et aI., 2001) et les cathélicidines (Frohm et al., 1997) sont peu
présentes dans la salive. Toutefois, leur production augmente fortement en réponse
aux microorganismes et aux stimuli inflammatoires tels que le TNF-cc et I’IL-lfl. De
plus, les cathélicidines sont retrouvées en abondance à l’intérieur des granules des
PMNs et des macrophages (Agerberth et al., 2000; Tomasinsig et al., 2002). Le rôle
antimicrobien des f3-défensines (Singh et al., 199$) et des cathélicidines (Guthmiller
et al., 2001) a été démontré chez les bactéries Gram-négatives et les levures telles
que C. krusei et C. albicans in vitro. Ces molécules semblent donc agir comme une
première barrière de défense pour prévenir la prolifération et l’invasion microbienne.
Les f3-défensines et les cathélicidines possèdent toutes deux une activité
chimiotactique impliquant des récepteurs spécifiques tels que, respectivement, le
CCR6 et le formyl peptide receptor-tike-1 (Yang et al., 1999). De plus, les
cathélicidines semblent stimuler les kératinocytes à produire de l’IL-8 in vitro
(Murakami et al., 2004).
Il a été démontré que la calprotectine inhibe la croissance, le métabolisme du
glucose et la formation de tubes germinatifs chez C. albicans in vitro (Murthy et al.,
1993; Santhanagopalan et al., 1995; Sohnle et al., 1996). Kleinegger et al. (2001) ont
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observé, chez des patients atteints de candidose buccale, que les niveaux de
calprotectine salivaire étaient plus éLevés comparativement aux témoins non atteints.
De plus, ils ont démontré que la concentration de la calprotectine, dans la salive des
patients infectés à Candida, corrélait positivement avec l’ampleur de l’infection.
De plus, les kératinocytes jouent un rôle important dans le recrutement des
cellules immunitaires lors de l’inflammation. En présence d’un pathogène, d’WN-y
et de TNF-Œ, les kératinocytes expriment certaines molécules telles que (i) les
molécules du CMN de classe I, (ii) l’ICAM-l (CD54), qui lie la molécule LFA-l
(CD1 la) et qui permet ainsi la formation d’une association stable entre les cellules
lymphoïdes et myéloïdes et entre les éléments tissulaires immobiles, et (iii) l’IL-$,
une chémokine responsable du recrutement des PMNs ainsi que de plusieurs autres
cellules myéloïdes aux tissus (Ansel et ah, 1990; Eckmann et al., 1993; Huang et al.,
1996; Dieu et al., 1990). De nombreux travaux ont démontré que l’IL-$ est produit
par les cellules épithéliales lors de l’interaction avec C. albicans (Steele et aL., 2002
Dongari-Bagtzoglou et al., 2003). De plus, les kératinocytes produisent la chémokine
MIP-3Œ qui entraîne la migration des lymphocytes T mémoires au site d’infection en
réponse à l’inflammation de l’épithélium (Schmuth et al., 2002). De plus, il a été
proposé que cette molécule pourrait attirer sélectivement les précurseurs des cellules
de Langerhans (LC) aux tissus enflammés (Dieu-Nosjean et al., 2000).
Les LC sont ancrées dans la couche supra-basale de l’épithélium pavimenteux
stratifié. Elles représentent environ 4% de toutes les cellules de l’épiderme chez
l’homme (Katz, Nature, 1979) et ne sont considérées matures qu’après avoir été en
contact avec l’antigène (Girolomoni et al., 2002). Les LC originent de précurseurs
hématopoïétiques CD34+ de la moelle osseuse et appartiennent à la lignée myéloïde
(Romani et ah, 2003). Les LC ont l’apparence de cellules dendritiques (DC), car elles
possèdent des projections cytoplasmiques qui vont de simples pseudopodes à de très
longues dendrites (Abbas et al., 2000). Les LC ont la particularité de contenir à
l’intérieur de leur cytoplasme des organelles, appelées les granules de Birbeck. Les
LC expriment plusieurs antigènes de surface tels le CDla (chez l’homme seulement,
non pas chez la souris), le CD1 lb, CD1 ic, le Lag, le langerin, le CMH de classe II,
le DEC-205 (récepteur de mannose impliqué dans l’endocytose) , le CD4, le CD45,
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le CD54 et le CD86 (Banchereau et al., 1998). De plus, tout comme les cellules de la
lignée des monocytes/macrophages, les LC lient le complément et les récepteurs Fc.
Les LC immatures possèdent une forte capacité de phagocytose d’antigènes aux
muqueuses et vont ensuite migrer via les vaisseaux lymphatiques vers les ganglions
lymphatiques régionaux (Kripke et al., 1990). Durant ce trajet, elles vont se
différencier d’un phénotype actif pour la capture d’antigènes vers un phénotype de
présentation d’antigène (Larsen et al., 1990). En effet. suite à la phagocytose d’un
antigène, les LC vont progressivement atteindre la maturité, alors que l’expression du
DEC-205 sera inhibée; ainsi, les LC ne pourront plus internaliser d’antigènes
(Romani et al., 1989). La migration et le transport d’antigènes, incluant ceux du soi,
à partir de l’épithélium jusqu’aux ganglions lymphatiques est une importante
fonction des LC (Romani et al., 2001). Les LC matures expriment les molécules co
stimulatrices CD4O, CD54, CD5$ et CD86 (Inaba et al., 1994; Ebner et al., 199$).
Une fois dans les ganglions lymphatiques, les LC présentent les peptides
antigéniques aux lymphocytes T naïfs et alors, ces derniers vont se différencier en
cellules effectrices et sécréter des cytokines telles que l’iL-l2 (qui au début de
Finfection est sécrétée par les DC) et t’IL-$ qui vont permettre d’initier les réponses
immunitaires acquises (Banchereau et al.. 199$). Il est tout à fait probable que les LC
participent à l’induction et au maintien d’une réponse immunitaire acquise contre C.
aÏbicans. Katou et al. (1999) ont d’ailleurs démontré que lors de l’inflammation
causée par la colonisation de C. albicuns, les LC sont mobilisées vers le derme.
2.2.3 Les mécanismes de défense cellulaires mobilisés à la muqueuse
Les différents signaux inflammatoires provenant du système de défense décrit
précédemment sont responsables du recrutement et de l’activation des leucocytes
impliqués dans la défense des muqueuses. Ces leucocytes incluent les PMNs, la




Les PMNs représentent la première barrière de défense cellulaire de l’immunité
innée et ils constituent environ 50 à 60% du total des leucocytes circulants (Coxon et
al., 1999). Les PMNs proviennent d’un progéniteur myéloïde de la moelle osseuse et
leur développement à cet endroit dure environ deux semaines pendant lesquelles ils
vont proliférer et se différencier (Coxon et al., 1999). Ensuite, les PMNs vont être
relâchés dans la circulation sanguine, en un état inactivé, pour environ 12 à 24
heures, après quoi ils devront être recrutés aux tissus, sinon ils subiront l’apoptose
(Coxon et al., 1999). Les PMNs morts sont retirés de la circulation par les
macrophages hépatiques et spiéniques (Coxon et al., 1999).
Une fois la réponse inflammatoire initiée, les PMNs sont les premières
cellules à être recrutées au site d’infection ou de blessure. Ils quitteront alors la
circulation sanguine pour migrer à travers les tissus par diapédèse, où ils exerceront
leurs fonctions effectrices (Springer, 1994). Les PMNs sont capables de tuer les
microorganismes par deux mécanismes : ceux qui dépendent de l’oxygène et ceux
qui sont indépendants de l’oxygène. Les mécanismes dépendants de l’oxygène,
mieux connus sous le nom de la flambée oxydative, sont caractérisés par la
production de peroxyde d’hydrogène qui réagit avec la myéloperoxydase contenue
dans les granules cytoplasmiques des PMNs (Hampton et al., 1998). D’autres
produits issus de la réduction de l’oxygène, contribuent aussi à l’élimination des
envahisseurs tels que les anions superoxyde (02-) et les radicaux hydroxyles (.OH)
(Hampton et al., 1998). Les mécanismes indépendants de l’oxygène sont contenus
dans les granules du cytoplasme des PMNs et incluent le lysozyme, la calprotectine,
les défensines, les cathélicidines et la lactoferrine (Boman, 1995).
Les cytokines requises pour la régulation des fonctions des PMNs sont l’IFN
‘y, l’IL-l, l’IL-8, le TNF-a, le GM-CSF, le G-CSf et l’IL-6 (Cassatella, 1999). Les
PMNs secrètent de l’IL-l, l’IL-6, l’IL-$, l’IL-lO, l’IL-12, le TNF-u, le GM-CSF et la
MIP-1 (protéine inflammatoire du macrophage) (Cassatella, 1999). Ces cytokines
peuvent agir autant de façon autocrine que paracrine. Au contraire, certaines
cytokines ont pour fonction de bloquer l’activation des PMNs telles que l’IL-4 et
C l’IL-lO, qui inhibent la production d’IL-8 et la relâche de TNF-cL et d’IL-1
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(Cassatella, 1999). Les PMNs expriment à leur surface plusieurs molécules telles que
le CD 11 a, le CD 11 b, le CD 18 et les récepteurs FcR (Cassatella, 1999). Après avoir
été activés, les PMNs vont sécréter des médiateurs lipidiques (PAF, acide
arachidonique, thromboxane, leucotriènes, etc.) qui vont stimuler le recrutement et
l’activation de cellules inflammatoires supplémentaires et aussi, entraîner la
vasodilatation!vasoconstriction, la fièvre et la douleur (Cassatella, 1999).
En plus de jouer un rôle principal dans l’immunité innée, les PMNs sont
aussi, en partie, responsables du développement de l’immunité acquise. En effet, il a
été suggéré récemment que la production de défensines et autres peptides contenus
dans les granules du cytoplasme attirent les monocytes, les lymphocytes T et les DC
(Yamashiro et al., 2001). Les cibles principales des PMNs sont les bactéries, les
champignons, les protozoaires et les cellules tumorales ou infectées par un virus
(Abbas et al., 2000).
Il est connu depuis longtemps que les PMNs sont capables de tuer C. aÏbicans
in vitro et ce, entre autres, par la phagocytose et la flambée oxydative (Schaffner et
al., 1986; Diamond et al., 1980). Plusieurs études, menées à l’aide de modèles
animaux, ayant soit une altération quantitative ou qualitative des PMNs et en plus
ayant subis une infection systémique par le C. albicans (Jensen et al., 1993; Ashman
et al., 1991) ou encore, menées chez des patients neutropéniques (Bodey et al.,
1966), ont permis d’établir que les PMNs sont essentiels afin de lutter contre la
candidose systémique. Lacasse et al. (1990) ont clairement établi que lors de
l’infection buccale expérimentale chez la souris, il y a un très fort recrutement de
PMNs aux couches superficielles de l’épithélium de la muqueuse buccale dans les 48
heures suivant l’infection. Donc, il semble que les PMNs soient recrutés aux
muqueuses afin d’exercer leurs fonctions effectrices. Jensen et al. ont montré que la
déplétion des PMNs chez des souris SCID (absence de lymphocytes T et B) résulte
en une dissémination de C. albicans aux organes profonds ainsi qu’une augmentation
de l’intensité de l’infection buccale. Comme ces derniers ont observé chez la souris
SCifi témoin une persistance de la levure au niveau de la muqueuse buccale, mais
pas de dissémination, ils ont suggéré que les PMNs pourraient jouer un rôle afin
d’empêcher la dissémination de la levure dans la COP (Jensen et al., 1994). Cette
hypothèse avait été déjà expliquée en 1990 par Cantorna et al. qui avaient étudié
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l’infection orogastrique de souris bg/bg nu/nu (beige et nude: sans phagocytes
fonctionnels et sans lymphocytes T) associée la dissémination de la levure aux
organes profonds, tandis que seule une colonisation persistante de C. albicans à la
muqueuse buccale a été observée chez la souris nu/nu. Toutefois, il est important de
noter que dans cette étude, la contribution spécifique des PMNs à la résistance à
l’égard de la candidose buccale est difficile à déterminer puisque la mutation bg
affecte autant l’activité candidacidale fongicide des PMNs que celle des
macrophages (Jones-Carson et al., 1995; Vazquez-Torres et al., 1994). Plus
récemment, farah et al. ont (2001 a) montré que la déplétion des PMNs chez la souris
BALB/c (susceptible à la candidose buccale) entraîne une augmentation de la charge
buccale de C. albicans. Romani et al. (1997) ont observé que les PMNs sont
essentiels à la réponse protectrice de type TH1 à l’égard de Candida par la sécrétion
de cytokines immunomodulatrices. En effet, la déplétion des PMNs, tôt après
l’infection par le C. albicans, entraîne une augmentation de production d’IL-4 et
d’IL-10. Dans ce cas, une réponse TH2 non protectrice à l’égard de C. albicans serait
engagée. L’ensemble de ces données indique la complexité du rôle des PMNs dans la
défense contre la COP. Le rôle précis des PMNs dans la candidose oropharyngée
reste donc à déterminer.
2.2.3.2 Les monocytes/macrophages
Les phagocytes mononuclées, tout comme les PMNs, proviennent de cellules
souches myéloïdes (Abbas et al., 2000). Lorsqu’ils quittent la moelle osseuse, ils sont
formés de monocytes qui migrent vers la circulation sanguine. Les monocytes
représentent de 1 à 6% des leucocytes circulants totaux (Stem et al., 1992). C’est lors
du passage des monocytes à travers les tissus que ces derniers se différencient en
macrophages. Les populations macrophagiques de la muqueuse buccale se situent au
niveau de la lamina propria et y sont maintenues par trois mécanismes : l’influx de
monocytes provenant de la circulation, la prolifération locale réduite et le turnover
biologique (Colasante et al., 1992). La demi-vie des macrophages dans les tissus est
de 3 à $ jours (Stem et al., 1992). La distribution étendue des macrophages à travers
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tout le corps humain rend ces cellules essentielles à la défense immédiate contre les
C microorganismes. À cause de leur participation dans l’ensemble des mécanismes
immunitaires, les macrophages forment une population cellulaire assez hétérogène
(Stem et al., 1992).
Lors d’une infection, les macrophages locaux reconnaissent l’intrus, le
phagocytent et le dégradent en peptides. Ensuite, les macrophages vont sécréter des
cytokines et présenter les peptides antigéniques sur leurs CMII de classe II aux
lymphocytes T CD4+ naïfs. Les lymphocytes T CD4+ vont alors se différencier en
cellules ‘H’ et vont secréter à leur tour des cytokines telles l’FNF-’y, qui activera
alors les macrophages à tuer les pathogènes intracellulaires (Cullell-Young et al.,
2001). Après avoir été activés, les macrophages sont aptes à empêcher la réplication
des parasites intracellulaires par au moins trois mécanismes : (j) le pH acide et le
manque de nutriments à l’intérieur des vacuoles phagocytaires, (ii) par la production
de la flambée oxydative (sans la myéloperôxydase), le monoxyde d’azote (NO). des
hypochiorites et des hydrolases lysosomales, et (iii) par la production de molécules
effectrices antimicrobiennes telles que les cathélicidines et le lysozyme (Stem et al.,
1992; Agerberth et al., 2000). Aussi, une fois activés, les macrophages vont acquérir
Leurs fonctions effectrices et produire du TNF-o qui activera les PMNs, amplifiant
ainsi les réponses immunitaires innées (Ashman et al., 1995).
L’IFN-y est la principale cytokine responsable de l’activation des
macrophages. Plusieurs autres cytokines sont aussi importantes dans la régulation de
l’activation des macrophages telles que l’IL-3, l’IFN-a, IFN-f3, le MIP-l, le M-CSF,
le GM-CSf et le TNF-cL (Stem et al., 1992). Une fois activés, les macrophages vont
sécréter plusieurs cytokines telles l’IL-l, l’IL-6, l’IL-$, l’IL-12, le TNF-u, le M-CSf
et le GM-CSF (Stem et al., 1992). Les macrophages ont à leur surface une multitude
de récepteurs comprenant, entre autres, le récepteur du lipopolysaccharide (LPS), le
récepteur du mannose, le CD1 la, le CDI lb, le CD54, le CD64, le CD$O, le CD86, et
les récepteurs pour le complément (Abbas et al., 2000). De plus, tout comme les
PMNs, les macrophages sont d’importants producteurs de métabolites induisant
l’inflammation telle que l’acide arachidonique (Vazquez-Torres et al., 1997). Ces
cellules jouent un rôle clé dans ta défense de l’hôte contre les bactéries, les
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protozoaires, les champignons, les helminthes ainsi que contre les tumeurs (Abbas et
al., 2000).
Plusieurs études in vitro ont montré que les macrophages sont aussi aptes à
tuer les levures que les hyphes de C. albicans (Vazquez-Torres et al., 1997).
L’augmentation du nombre de macrophages dans la lamina propria et dans la sous-
muqueuse de l’estomac des souris en réponse à la colonisation buccale de C.
albicans suggère que ces cellules jouent un rôle clé dans la résistance à la candidose
(Cole et al., 1996; Vazquez-Torres et al., 1995). Jensen et al. (1992 ; 1994) ont
démontré que la diminution des fonctions macrophagiques à l’aide de l’acide
polyinosinique: polycytidylique (poly[FC]), chez des souris SCifi infectées par la
voie oro-gastrique entraîne, 7 jours plus tard, une dissémination de la levure aux
organes profonds chez 60% des souris. Au cours de la même expérience, les témoins
immunocompétents ayant reçu le traitement (poly[FC]) avaient résisté à la candidose
disséminée d’origine endogène (Jensen et al., 1994). Lors de l’altération combinée
des fonctions des macrophages et des neutrophiles, Jensen et al. (1994) ont observé
que de la dissémination aux organes profonds et ce, tant chez la souris SCID que
chez la souris immunocompétente.
De plus, le macrophage semble être aussi impliqué dans la défense contre la
de candidose oro-gastrique par la production de NO. Il a été démontré que cette
molécule est fongicide à l’égard de C. albicans in vitro (Vazquez-Torres et al., 1994;
Cenci et al., 1993). Deux études réalisées chez la souris athymique et chez la souris
SCID ont démontré que la production de NO par les macrophages est importante
dans la résistance à la candidose orogastrique (Jones-Carson et al., 1995; Vazquez
Torres et al., 1995). Malgré tout, le mécanisme effecteur par lequel le NO contribue à
la protection contre la candidose buccale demeure inconnu. Le principal obstacle à




2.2.3.3 Les cellules NK (NaturaÏ killers, tueuses naturelles)
Les cellules NK font aussi partie de l’immunité innée et représentent de 5 à 16 % de
la population totale des lymphocytes humains (Lanier et al., 1986). Ces cellules
tueuses résultent de la différenciation de cellules souches lymphoïdes produites par la
moelle osseuse (Lanier et al., 1986). Les NK sont des cellules dont les gènes codants
pour le TCR (T ceti receptor, récepteur des lymphocytes T) ne sont pas réarrangés
donc, elles n’expriment pas de molécule CD3 (sous unité accompagnant le TCR)
(Lanier et al., 1986). L’IL-12, sécrétée par les macrophages, est essentielle à
l’activation des cellules NK qui, à leur tour, produisent de l’IFN-y et du TNf-cL
(Biron et al., 1999). Par la production de ces cytokines, les cellules NK vont activer
les macrophages, et ainsi leur permettre de tuer les pathogènes intracellulaires. Les
cellules NK possèdent aussi des récepteurs KIR (killer inhibitory receptor) qui
reconnaissent le CMH de classe T (Lanier, 1998). Ces cellules possèdent plusieurs
autres récepteurs dont le CD2, le CD$, le CD1 la, le CD16 (récepteur Fc’y), le CD54
et le CD56 (Lanier et al., 1986). De plus, les cellules NK contiennent dans leur
cytoplasme des protéines antimicrobiennes, appelées les peiforines et les granzymes,
qui sont toutes deux relâchées suite au contact entre la cellule NX et la cellule cible,
pouvant ainsi tuer par cytolyse les cellules infectées par les virus et les cellules
tumorales (Lanier et al., 1986). De plus, ces cellules sont fongistatiques à l’égard de
certains champignons tels que le Cîyptococcus neoformans in vitro (Hidore et al.,
1991; Levitz et al., 1994).
L’activité des cellules NK à l’égard de C. aÏbicans demeure controversée.
Certaines études ont suggéré que les cellules NK n’ont aucune activité antifongique à
l’égard de C. aÏbicans (Zunino et al., 198$; Arancia et al., 1995), alors que d’autres
études ont suggéré que les cellules NK ont la capacité d’inhiber la croissance de ce
champignon in vitro (Beno et al., 1990; Murphy, 1991). Des études supplémentaires
seront nécessaires afm de trancher cette question.
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2.2.3.4 Les lymphocytes T
Les lymphocytes T proviennent tous d’un progéniteur lymphoïde commun de la
moelle osseuse. Ces cellules sont particulières, car elles doivent absolument migrer
par le thymus afin de se différencier (von Boehmer, 1993). En effet, c’est dans cet
organe que les cellules T subiront les sélections qui vont permettre de générer les
différentes classes fonctionnelles de lymphocytes T, tels que les T CD4+, les T
CD$+ et les cellules T ‘y: (von Boehmer, 1993). Ces dernières ont comme
particularité, dans la majorité des cas, de ne pas exprimer de corécepteur (ni CD4, ni
CD8). Jusqu’à maintenant, peu est connu des mécanismes de la sélection thymique
des lymphocytes T y:3 (Haas et al., 1992). Une fois qu’ils ont terminé leur
différenciation thymique, les lymphocytes T entreront dans la circulation et
migreront vers les organes lymphoïdes périphériques et ce, jusqu’à ce qu’ils
rencontrent un antigène (von Boehmer, 1993).
2.2.3.4.1 Lymphocytes T CD4+
Tel que mentionné plus haut, ce sont les macrophages et les cellules dendritiques qui
suite à la phagocytose ont le rôle de présenter les antigènes aux lymphocytes T naïfs
(Knight et al., 1993). C’est par l’interaction entre le complexe du CMH de classe II -
peptide antigénique et le complexe TCRctf3: CD3 assisté du co-récepteur CD4, le tout
combiné à l’interaction entre les récepteurs CD8O et CD28 (respectivement présents
sur la cellule présentatrice d’antigène et sur le lymphocyte T naïf), que la cellule T
naïve va s’activer (Linsley et al., 1993). Alors, cette dernière va sécréter de l’IL-2 qui
agira de façon autocrine afin d’induire la prolifération et la différenciation du plus
grand nombre de lymphocytes T effecteurs immatures (T110) possible (Linsley et al.,
1993). Par la suite, selon l’antigène et les cytokines produites, il y aura une sélection
des cellules THO en cellules T inflammatoires (TH1) ou en cellules T auxiliaires
(TH2). Ce sont principalement les bactéries et parasites intracellulaires, accompagnés
de cytokines telles que Ï’IL-12 et l’IFN-’y, qui génèrent la voie TH1 (Linsley et al.,
1993). La voie TH2 est engagée par les autres formes de pathogènes et par I’TL-4
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(LinsÏey et al., 1993). C’est ici que le rôle de pivot central du lymphocyte T dans
l’immunité acquise prend tout son sens: l’activation sélective de cellules TH1
conduit à l’immunité à médiation cellulaire, alors que la production sélective de
cellules TH2 alimente l’immunité humorale. Les cellules THT secrètent de l’IFN- ‘ et
du TNF-Œ, qui sont les principales cytokines activatrices des macrophages, ainsi que
de la lymphotoxine (LT ou TNF-f3) qui activera les PMNs (Linsley et aÏ., 1993). Les
cellules TH2 secrètent de l’IL-4, de l’IL-5, de l’IL-6 et de l’lL-lO, qui activeront
l’immunité humorale. De plus, il est connu que l’IL-4 et l’lL-lO inhibent la voie TRi
(Linsley et al., 1993).
Le rôle critique des lymphocytes T CD4+ dans la défense de l’hôte contre la
candidose est suggéré par les épisodes fréquents d’infection chez les patients ayant
des altérations de ces cellules (Duncan et al., 1993). De plus, la candidose
orophaiyngée se manifeste surtout chez l’humain ayant une atteinte des lymphocytes
T tels que les patients infectés par le VIH et les patients atteints du syndrome de Di
George. (Leigh et al., 2001; Samaranayake, 1992; Reichart et al., 2000). Plusieurs
modèles d’infection expérimentale chez l’animal ont permis de confirmer cette
observation. Des souris SCID, athymiques, déplétées en cellules T CD4+ ou bien
knockout pour la chaîne alpha du TCR et ayant subies une infection buccale avec C.
aÏbicans ont toutes été associées à une susceptibilité accrue à l’égard de la candidose
des muqueuses (Balisli et al., 1984; Cantorna et al., 1991; Jensen et al., 1993). Ces
résultats suggèrent entre autres que malgré le nombre et l’activité normale des
phagocytes chez ces souris, l’activité anti-Candida dépend principalement des
lymphocytes T. Aussi, il est important de noter que dans toutes ces déficiences en
lymphocytes T CD4+ aucun cas de dissémination aux organes internes de C.
albicans n’a été observé, à moins d’être associé à une déficience des phagocytes
(Cantoma et al., 1990). Plusieurs expériences utilisant des modèles animaux ont
permis de confirmer que la protection contre la candidose des muqueuses semble être
dépendante de la production de cytokines de type TH1 (Romani, 1999). Cenci et al.
(199$) ont montré que l’TNf-’y et l’IL-12, c’est-à-dire les deux plus importantes
cytokines de la voie TH1, sont requises afin d’éliminer l’infection à C. albicans. De
plus, un changement du profil des cytokines salivaires vers le profil TN2 a été
observée chez les patients infectés au VIH et atteints de COP (Leigh et al., 199$).
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Dans l’ensemble, ces études démontrent donc l’importance primordiale des
lymphocytes T CD4+ dans la résistance de l’hôte contre la COP.
2.2.3.4.2 Lymphocytes T CD8+
Contrairement aux lymphocytes T CD4+, les lymphocytes T CD$+ naïfs sortant du
thymus sont déterminés à devenir des lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Ces
cellules ont pour rôle principal de détruire les cellules infectées par les virus. Les
cellules infectées produisent de l’IFN-y et 13 et expriment le CMII de classe I. L’IL-2,
l’IFN-y et 13 combinés à l’interaction entre le complexe CMH de classe I: peptide
antigénique et le complexe TCRa13 : CD3 accompagné cette fois du co-récepteur
CD$ présent sur la cellule T vont alors permettre la différenciation des lymphocytes
T CD$+ naïfs en CTL (Abbas et al., 2000). Une fois activée, le CTL va exercer ses
fonctions effectrices en produisant des cytotoxines induisant l’apoptose des cellules
cibles, telles que la perforine et les granzymes et elle va aussi sécréter de l’IL-2. de
l’fNF-y et du TNf-Œ (Kagi et al., 1994).
Le rôle que pourrait jouer les lymphocytes T CD$+ contre la COP reste à
déterminer. Des études menées par Beno et al. (1995) ont montré que les
lymphocytes T CD$+ sont fongistatiques à l’égard de C. abicans in vitro. Myers et
al. (2003) ont proposé que les lymphocytes T CD8+ pourraient jouer un rôle
protecteur dans la COP après avoir observé, par la technique d’immunohistochimie,
un recrutement de ces cellules dans la muqueuse buccale de patients infectés au VIH
et atteints de COP. Ces résultats concordent avec des observations antérieures
démontrant la présence de lymphocytes T CD8+ dans la lamina propria de patients
infectés au VIH et atteints de COP (Romagnoli et al., 1997; Williams et al., 1997).
L’infiltration des lymphocytes T CD$+ a aussi été observée chez la souris DBA/2
susceptible à la candidose oropharyngée (Chakir et al., 1994). Toutefois, ces études
ont démontré que les lymphocytes T CD$+ recrutés à la muqueuse buccale étaient
localisés aux couches profondes de l’épithélium, et donc trop loin des hyphes de C.
albicans, qui sont situés aux couches superficielles de l’épithélium, pour exercer un
c effet cytotoxique direct (Challacombe et al., 1997; Eversole et al., 1997). Nous
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ignorons donc si les lymphocytes T CD$+ exercent un rôle protecteur à l’égard de la
COP, que ce soit par cytotoxicité directe ou encore indirectement par la sécrétion de
cytoldnes.
2.13.4.3 Lymphocytes T y6
Les lymphocytes T ‘y: diffèrent beaucoup des lymphocytes T CD4+ et CD$+ dont il
a été question ci-haut. Ils possèdent un TCR de phénotype y:& Ce TCR peut se lier à
une grande diversité d’antigènes tels que les protéines intactes, les molécules
organiques, les antigènes qui sont présentés ni par le CMH de classe I ni par le CMJ-I
de classe II, et aussi les antigènes qui ne sont pas présentés par les cellules
présentatrices d’antigènes (Williams, 199$). La plupart de ces cellules n’ont ni le
récepteur CD4 ni le CD$ à leur surface (Abbas et al., 2000). Une fois sorties du
thymus, ces cellules migrent principalement vers les tissus épithéliaux (intestin, peau,
muqueuses buccale et vaginale) et ne migrent pas entre la circulation sanguine et la
circulation lymphatique. Les lymphocytes T ‘y:ô représentent moins de 5% des
lymphocytes T circulants et ils sont encore plus rares dans les ganglions
lymphatiques (Vroom et al., 1991). Ces cellules produisent une multitude de
cytokines essentielles incluant l’IL-2, l’IL-3, l’IL-4, 1’TL-5, le GM-CSf, le TNF-c.t et
f3, et l’IFN-y (Aljurf et al., 2002). Des études cliniques ont permis d’observer chez
des patients atteints de différents types de maladies infectieuses telles que la lèpre, la
leishmaniose et la malaria, ainsi que dans certaines maladies auto-immunes, telles
que l’arthrite rhumatoïde et la maladie coeliaque, que le nombre de lymphocytes T
y:3 est en expansion (Modlin et al., 1989; Roussilhon et al., 1994; Holoschitz, 1989;
Holm et al., 1992). De plus, ces cellules sembleraient jouer un rôle à l’égard des
cancers, car elles s’accumulent préférentiellement au niveau de certaines tumeurs
malignes et elles lysent les cellules tumorales in vitro (Duval et al., 1995; Ensslin et
al., 1991).
Il existe très peu d’informations concernant le rôle protecteur potentiel des
cellules T y:6 dans la candidose orophaiyngée. Une augmentation du nombre de ces
cellules a été observé dans la muqueuse buccale de souris immunocompétentes
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infectées oralement avec C. albicans, s’accompagnant de l’élimination définitive de
la levure (Chakir et al., 1994). Par ailleurs, l’infection de souris knockout pour la
chaîne du TCR ‘y: a mené à la colonisation persistante de la levure au niveau de la
muqueuse buccale, mais pas à la dissémination aux organes profonds (Jones-Carson
et al., 2000). Comme ces cellules sont peu abondantes et difficilement accessibles
(presque uniquement retrouvées dans les tissus), de nouveaux travaux seront
nécessaires afin d’identifier la contribution de ces cellules aux défenses de l’hôte à
l’égard de C. aÏbicans.
2.2.3.5 Les lymphocytes B
Les lymphocytes B proviennent d’une cellule progénitrice lymphoïde de la moelle
osseuse (Kantor et al., 1993). Il est maintenant connu que ce sont principalement les
lymphocytes T CD4+ de phénotype T2 qui sont responsables de l’activation des
lymphocytes B, et que ces derniers jouent un rôle clé dans l’immunité humorale.
Après s’être différencié en lymphocytes T CD4+ TH2, ce dernier va produire des
cytokines et rencontrer le lymphocytes B dans un follicule lymphoïde d’un ganglion
lymphatique (Liu et al., 1992). Il y aura alors interaction entre les récepteurs CD4O et
CD4OL présents à la surface des lymphocytes B et des lymphocytes T CD4+,
respectivement, et en coÏlaboration avec l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-6 produites par les
lymphocytes T CD4+ de phénotype TH2, la cellule B va s’activer, se différencier en
plasmocytes, et commencer à sécréter des anticorps spécifiques à l’envahisseur à
éliminer (Parker et al., 1993).
Les anticorps sIgA produits au niveau de la muqueuse buccale par les
plasmocytes sont le seul composant sécrété pouvant spécifiquement cibler un
microorganisme. Le corps humain produit trois fois plus d’IgA par jour que tous les
autres isotypes d’immunoglobulines réunies et le 2/3 de ces IgA sont produites sous
la forme de sIgA (Mestecky et al., 1986). Les sIgA salivaires reconnaissent les
mannoprotéines localisées à la surface de la paroi cellulaire de C. albicans.
L’expression de ces mannoprotéines est modulée par de nombreux facteurs, incluant
la température de croissance, la composition du milieu, la transition levure-hyphe, et
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le pH (Bikandi et al., 2000; Polonelli et al., 1994; Polonelli et al., 1997). Deux études
ont permis de démontrer que les sIgA inhibent l’adhérence de la levure aux cellules
épithéliales de la muqueuse buccale in vitro (Epstein et al., 1982; Vudhichamnong et
al., 1982). De plus, San Mïlln et al. (2000) ont démontré que l’inhibition de
l’adhérence de C. albicans au polystyrène est due aux sIgA salivaires. Enfin, une
augmentation des sIgA spécifiques à l’égard de C. albicans a été démontré chez des
sujets atteints de candidose orale (Jeganathan et al., 1992; Tylenda et al., 1989).
Toutefois, la COP n’est pas une maladie retrouvée chez les personnes atteintes de
déficiences sélectives d’IgA. Donc, les sIgA pourraient peut-être contribuer à
l’activité antimicrobienne contre C. albicans, mais en interaction avec d’autres
mécanismes de défense des muqueuses.
2.3 Quelques rappels sur le VIII
2.3.1 Classification du VIIi
Le VIH est un rétrovirus complexe appartenant à la sous-famille des Lentivirinae
(Lentivirus) (flint et al., 2000). Ce rétrovirus cytolytique cause le syndrome de
l’immunodéficience acquise (SIDA), une maladie dégénérative lente et progressive
du système immunitaire et du système nerveux central (flint et al., 2000). Il existe
deux sous-types de VIN, le VIN-1 et le VIH-2 qui présentent des différences au
niveau de l’organisation génétique, de la pathogenèse et de la propagation. Le VIH-1
fut découvert en 1981 suite au signalement de Paccroissement anormal du nombre de
cas de pneumonies à Pneumocystis carinii et de sarcomes de Kaposi, deux affections
très rares à l’époque et qui sont maintenant communément associées à cette infection
virale (flint et al., 2000). Le VIH-1 est responsable de la pandémie actuelle, tandis
que le VIN-2 est prévalent exclusivement dans certaines régions de l’Afrique de
l’Ouest. Le VIH-2 est beaucoup moins virulent que le VIN-1 (Flint et al., 2000). Les
individus infectés au VIN-2 développent aussi le SIDA, mais avec une période de
latence clinique beaucoup plus longue, et il y a moins de cas de mortalité associés à
ce sous-type.
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13.2 L’épidémie et la transmission du virus
Depuis l’émergence du SIDA en 1981, le nombre de personnes atteintes ne cesse
d’augmenter. Selon les statistiques de l’OMS et de l’ONU SIDA, le nombre des
personnes vivant avec le VIBJSIDA continue de croître dans plusieurs régions, et
plus particulièrement en Afrique (ONUSIDAIOMS, 2003). UAsie ainsi que l’Europe
de t’est enregistrent également un nombre croissant de personnes vivant avec le
VIH/SIDA. L’épidémie mondiale de V1}IJSIDA a tué plus de 3 millions de personnes
en 2003, dont 610 000 enfants de moins de 15 ans. La proportion de femmes
infectées par le VIH ne cesse d’augmenter, et 50% des personnes atteintes
mondialement sont des femmes comparativement à seulement 6% des cas totaux en
1985. En 2003, l’ONU SIDA estime que 5 millions de personnes ont acquis le VIH,
ce qui porte à 40 millions le nombre de personnes vivant avec le virus dans le monde
actuellement. De plus, l’ONU prédit qu’avant 2010, plus de 25 millions d’enfants
auront perdu au moins un de leur parents à cause du SIDA.
La transmission du VIN suit trois voies principales (i) la contamination
néonatale (par la voie transpiacentaire ou à l’accouchement par absorption de fluides
contaminés) ou post natale par l’allaitement maternel, (ii) l’administration de sang
ou de dérivés de sang contaminé transfusion, partage de drogue injectable.
administration de facteurs plasmatiques non-traités, et (iii) les rapports sexuels non
protégés (Nathanson et al., 2001).
2.3.3 La structure et le génome du VIH
Le VIN est composé d’une enveloppe formée par l’association de deux
glycoprotéines: la gpl2O (responsable de la fixation au récepteur cellulaire) et la
gp4 1 (responsable de la fusion de l’enveloppe avec la membrane cellulaire), ainsi que
de protéines qui tapissent la face interne de l’enveloppe formant la matrice (Flint et
aL. 2000). De plus, le VIH possède une capside qui est formée par l’assemblage de la
protéine p24 et qui contient le génome viral et les enzymes nécessaires à la survie du
c virus (Flint et al., 2000). Le génome de ce virus est composé de 2 ARN
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monocaténaires de polarité positive étroitement associés à des protéines de
nucléocapside qui les réunissent, les protègent de l’activité des enzymes cellulaires et
interviennent dans l’assemblage des virions (Flint et al., 2000).
Le génome du VIH exprime 3 grandes catégories de protéines (figure 6): les
protéines internes (la p17, la p24 et la p? du gène gag), les enzymes virales requises
pour la réplication virale (la protéase, la transcriptase inverse et l’intégrase du gène
pot) et les glycoprotéines d’enveloppe (gpl2O et gp4l du gène env) qui sont
nécessaires afin d’initier l’infection des cellules cibles par le virus (Abbas et al.,
2000). En plus, le VIH possède une série de gènes régulateurs (tat, rev, vf nef vpr,
et vpu) qui régulent la production virale (Abbas et al., 2000). Parmi ceux-ci, tat est
requis pour l’allongement du transcrit viral, rev aide à promouvoir l’exportation des
ARNs viraux à partir du noyau, vf augmente l’infectivité des particules virales, nef
diminue l’expression du corécepteur CD4 et dti CMH de classe I et augmente la
relâche du virus par la cellule hôte, vpr favorise Fimportation nucléaire de l’ADN
viral et arrête le cycle cellulaire en phase G2 et finalement, ipu diminue aussi
l’expression du corécepteur CD4 et augmente la relâche de virus à partir de la cellule
hôte (Abbas et al., 2000).
Figure 6. Les gènes du VIH-l. Inspiré de Abbas et al., 2000
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2.3.4 Le cycle de multiplication du VIR
Le cycle du VIH débute lorsque sa glycoprotéine gp 120 se lie au récepteur CD4 à la
surface de la cellule hôte (Abbas et al., 2000) (figure 7). Cette action induira un
changement de conformation de la protéine gp 120 qui se liera alors à un corécepteur
de chemokine présent à la surface de la cellule. Cette liaison entraînera l’exposition
d’un peptide de fusion au niveau de la protéine gp4l du VIII, qui s’insèrera dans la
membrane de la cellule hôte et qui permettra la fusion de l’enveloppe du virus
(Abbas et al., 2000). Ensuite, le virus pénétrera dans la cellule, puis il y aura
décapsidation du VIII pour laisser pénétrer le génome viral. Une fois à l’intérieur du
cytoplasme, l’ARN génomique sera transcrit par la transcriptase inverse en un brin
complémentaire d’ADN dit “négatif’ (ADN-) (Abbas et al., 2000). Sur ce brin
d’ADN- un ADN+ sera synthétisé par la cellule, dans son cytoplasme, puis l’ARN
viral sera détruit par les RNAses cytoplasmiques. Les ADN doubles brins
d’information virale migreront à l’intérieur du noyau et se circulariseront. Quelques
uns de ces ADN circulaires s’incorporeront à l’ADN de la cellule hôte (provirus) par
l’action de l’intégrase (Abbas et al., 2000). L’activation ultérieure de la cellule
induira un faible niveau de transcription de provirus. Les transcrits ARN seront alors
épissés de diverses façons, ce qui permettra la transcription des gènes précoces tut et
rev. Le gène tat amplifiera la transcription d’ARN viral, tandis que le gène rev
augmentera le transport d’ARN viral après un seul épissage ou sans épissage vers le
cytoplasme (Abbas et al., 2000). Les protéines tardives Gag, Pol, et Env seront
traduites et assemblées en particules virales qui bourgeonneront hors de la cellule
hôte pour aller infecter d’autres cellules (Abbas et al., 2000).
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Virion du VIH Le virion se lie au
ketecePt1r
2.3.5 Le cours de l’infection et le développement de la maladie
Nouveau virion
La première phase peut-être symptomatique ou asymptomatique, et elle se nomme la
primo-infection. Quand cette dernière est symptomatique (chez 50 % des sujets
infectés), elle se manifeste par des signes et symptômes généraux peu spécifiques,
tels que des adénopathies cervicales, de la fièvre, la pharyngite avec dysphagie. la
fatigue, les myalgies, les courbatures, et les éruptions maculopapuleuses (Lloyd et
al., 1996). Comme ces manifestations cliniques ressemblent à celle observées au
cours de diverses affections virales aigus (comme la mononucléose infectieuse), la
primo-infection risque souvent de passer inaperçue. Pendant cette phase, le virus se
multiplie intensément et se dissémine à l’intérieur des tissus lymphoïdes (ganglions
et rate) (Abbas et al., 2000). Une chute brutale des lymphocytes T CD4+ survient
dans le sang, ainsi qu’une augmentation du nombre de lymphocytes T CD$+
Figure 7. Le cycle de multiplication du VIR. Inspiré de Abbas et aI., 2000
Q
35
cytotoxiques s’accompagnant d’une apparition dans le sérum d’anticorps dirigés
contre l’ensemble des protéines du VIII (Abbas et al., 2000). La fm de cette phase est
marquée par Je retour à la normale du nombre de lymphocytes T CD4+ dans la
circulation (Abbas et al., 2000).
Lors de la deuxième phase appelée la phase asymptomatique, on observe une
chute de la virémie plasmatique et un pic d’anticorps (Abbas et al., 2000). Le niveau
de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques est légèrement élevé durant cette période de
temps (Abbas et al., 2000). Le virus se réplique continuellement dans les organes
lymphoïdes, et le nombre de lymphocytes T CD4+ diminue lentement, mais
inexorablement (Abbas et al., 2000). La deuxième phase est de durée très variable et
peut être assez prolongée (10 à 15 ans).
La troisième phase clinique correspond au SIDA. On assiste brusquement à
une résurgence active de l’infection virale ainsi que d’un effondrement du nombre de
lymphocytes T CD4+ (taux inférieur à 200 par mm3 de sang) (Abbas et al., 2000). De
plus, une diminution du nombre total de lymphocytes T CD$+ cytotoxiques est
observée (Abbas et al., 2000). C’est pendant cette phase que l’on observe de façon
plus marquée la destruction des cellules lymphoïdes et de l’architecture normale des
tissus lymphoïdes (Abbas et al., 2000). Les manifestations cliniques caractéristiques
du SIDA apparaissent chez le patient (néoplasies, cachexie, néphropathie reliée au
VIH, dégénérescence du système nerveux central) coïncidant avec l’apparition






















Figure 8. Infection naturelle du VIH et progression vers le SIDA.
al., 2000
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2.4 Perturbations des mécanismes de défense de la muqueuse buccale contre
C. albicans provoquées par le VIII
24.1 Les défenses non-immunologiques
Jusqu’à maintenant, les études menées sur les facteurs non-immunologiques dans le
cadre de la pathogenèse de la COP chez les patients infectés par le VIH s’avèrent
contradictoires, en ce qui concerne la lactoferrine, le lysozyme. I’histatine et la
caiprotectine. Muller et al. (1992) ainsi que Lu et al. (1994) ont observé un
diminution de ta lactoferrine dans la salive de patients infectés par le VIH et atteints
de COP. Au contraire, d’autres études ont montré une augmentation importante de la











































comparativement à des patients infectés au VII-T sans COP (Atkinson et al., 1990; Lin
et al., 2001). Les études sur le lysozyme sont tout aussi contradictoires, alors que
certaines ont montré une diminution (Lin et al., 2001), tandis que d’autres une
augmentation (Atkinson et al., 1990) de lysozyme dans la salive de patients infectés
au VIH et atteints de COP. finalement, l’histatine est sujette aux mêmes résultats
contradictoires : une augmentation (Atkinson et al., 1990) ou une diminution
(Mande! et al., 1992) de la concentration de celle-ci dans la salive de sujets
séropositifs atteints de COP. Les concentrations de la caiprotectine sont soit
grandement diminuées (Muller et al., 1993; Sweet et al., 2001) ou soit augmentées
chez les patients séropositifs atteints de COP (Eversole et al., 1993; Sweet et al.,
2001). Comme les résultats de ces études ne concordent pas, il est difficile d’affirmer
ou d’infirmer la participation de ces protéines parmi les mécanismes de défense
contre C. albicans chez les patients infectés au VIH.
2.4.2 L’immunité innée
2.4.2.1 Les cellules épithéliales
Des études réalisées à l’aide de la microscopie électronique (Barr et al., 1992) et du
PCR (Goto et al., 1991; Yeung et al., 1993) ont démontré que le VIR est présent dans
la salive des patients séropositifs. Qureshi et al. (1997) ont observé que les cellules
épithéliales de la muqueuse buccale de patients infectés par le VIH contiennent de
l’ADN proviral intégré à l’intérieur de l’ADN de l’hôte ainsi que de l’ARN tat et rev.
Steele et al. (2000) ont démontrés que les cellules épithéliales buccales, isolées chez
des sujets sains, inhibent directement la croissance des blastoconidies et des hyphes
de C. albicans in vitro. De plus, ils ont démontré que l’activité antifongique des
cellules épithéliales buccales était diminuée chez les patients infectés au VIH et
atteints de COP, comparativement à des patients infectés sans COP, ainsi qu’à des
sujets non-infectés (Steele et al., 2000). L’établissement de la COP chez les patients
infectés au VII{ pourrait être expliqué, en partie, par la diminution de l’activité
candidacidale de leurs cellules épithéliales buccales.
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2.4.2.2 Les cellules de Langerhans
C’est l’équipe de Tschachler et al. (1987) qui fut la première à identifier la présence
d’antigènes du VIII contenus dans les LC provenant de biopsies de tissus de patients
infectés au VIH. Par la suite, Zambruno et al. (1991) ont observé que des LC isolées
de patients séropositifs contenaient des séquences d’ADN proviral du VIII. De plus,
il a été démontré que les LC sont les premières cellules ciblées suite au contact du
virus avec les muqueuses et que ceci menait invariablement au transfert du virus aux
lymphocytes T CD4+ (Pope, 1999). Donc, les LC jouent le rôle de cheval de Troie
dans l’infection au VIH, en transportant le virus vers les ganglions lymphatiques
(Pope, 1999). Une des conséquences de l’infection au VIII est la diminution du
nombre des cellules dendritiques du sang périphérique et de la rate (Mcllroy et al.,
1998; Barron et al., 2003). Le mécanisme de cette déplétion des LC demeure
inconnu, mais des changements cytopathiques des LC causés par l’infection
productive de VIII ont été impliqués (Chou et al., 2000). Une déplétion des LC dans
l’oesophage et la muqueuse buccale de patients infectés au VIH a été observée
(Charton-Bain et al., 1999; Chou et al., 2000). De plus, les LC infectées semblent
exprimer moins de CMT{ de classe II et de CMH de classe I, et leur différenciation
semble perturbée (Romagnoli et al., 1997; Kanazawa et al., 2000). La déplétion et
l’altération de ces cellules pourraient expliquer en partie l’établissement de la COP
chez les patients infectés au VIH.
2.4.2.3 Les cellules phagocytaires
L’infection au VIII est associée à une augmentation de macrophages et de
neutrophiles au niveau des muqueuses des gencives atteintes d’inflammation
chronique (Myint et al., 2002). Donc, le recrutement de ces cellules vers la muqueuse
buccale ne semble pas altéré par le VIH.
Tout comme c’est le cas pour les LC, le VIH infecte les macrophages (Sonza
et al., 1996). En effet, les macrophages expriment le corécepteur CD4+ qui permet au
VIII de les infecter directement (Dukes et al., 1995). Meyaard et al. (1996) ont
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observé un changement dans le profil des cytokines IH1 vers TH2 chez les patients
infectés au VTH, incluant une diminution de la production d’INF-y (principale
cytoldne activatrice des macrophages). Par ailleurs, la protéine Nef du VIF{ diminue
l’expression du récepteur CD4 et du CMH de classe i à la surface des macrophages
(Garcia et al., 1993; Anderson et al., 1994; Rhee et al., 1994; Schwartz et al., 1996;
Le Gall et al., 1997). Une dysfonction des macrophages pourrait donc résulter de
l’infection au VIH, mais les résultats obtenus demeurent contradictoires. En effet, il a
été démontré que l’infection au VIH altère certaines fonctions effectrices des
macrophages telles que la phagocytose (Kedzierska et al., 2000), la flambée
oxydative (Ho et al., 1994; Trial et aI., 1995; Lafrenie et al., 1996) et la production
de cytokines (Kedzierska et al., 2001). Crowe et al. (1994) ont démontré que les
macrophages, dérivés de monocytes provenant de patients infectés au VIK, ont une
activité phagocytaire diminuée à l’égard de C. atbicans in vitro. Par contre, d’autres
chercheurs ont démontré que certaines fonctions des macrophages infectés par le
VIH tels que la production d’anion superoxyde et la phagocytose de C. albicans sont
normales (Nottet et al., 1993; Gordon et al., 2001).
La neutropénie est une conséquence reconnue de l’infection au V1H
(Aboulafia et al., 1991). Certaines études ont démontré des altérations de la
chimiotaxie, de la phagocytose, et de la capacité de tuer les bactéries chez les PMNs
provenant de patients infectés au VIH (Ellis et al., 1988; Lazzarin et al., 1986;
Nielsen et al., 1986). Toutefois, des résultats contradictoires ont été rapportés
concernant l’activité de la flambée oxydative des PMNs dans le cadre de l’infection
au VIH. Certains chercheurs ont observé une activité normale (Poli et al., 1985;
Nielsen et al., 1986; Flo et al., 1994) et même augmentée (Ryder et al., 198$;
Bandres et al., 1993), tandis que d’autres ont observés que l’activité de flambée
oxydative était diminuée chez ces cellules (Muller et al., 1990; Spear et al., 1990;
Chen et al., 1993; Pitrak et al., 1993). Une hypothèse possible d’explication est que
ces différences soient attribuables, en partie, à l’utilisation de phagocytes de patients
situés à différents stades de l’infection au VIH.
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2.4.3 L’immunité à médiation cellulaire
2.4.3.1 Les lymphocytes T CD4+
Les lymphocytes T CD4+ sont, sans aucun doute, les cellules du système
immunitaire les plus touchées par le V1}1. Ils sont le réservoir majeur de VIH dans le
sang périphérique et sont profondément déplétés au cours du développement de
l’infection (Abbas et al., 2000). Plusieurs fonctions de ces cellules sont altérées par le
VIH tel que la diminution de l’expression de l’IL-2 et du récepteur de l’IL-2, ainsi
qu’une réponse proliférative réduite face à plusieurs antigènes (Kedzierska et al.,
2003). De plus, à cause de l’expression du récepteur CD4 qui est diminuée par les
protéines Vpu et Nef les interactions entre le CMH de classe II et le CD4 deviennent
de moins en moins fréquentes (Kedzierskak et al., 2003). La COP semble associée
directement ou indirectement à cette profonde déplétion des lymphocytes T CD4+.
En effet, comme mentionné plus haut, cette infection opportuniste s’observe surtout
lorsque le nombre de lymphocytes T CD4± est inférieur à 400 cellules/mm3 de sang.
De plus, plusieurs analyses du profil de cytokines dans la salive ont montré que le
profil TH2 domine, tandis que chez les personnes séronégatives, c’est le profil TH1
qui est observé (Clerici et al., 1993). Ces changements corrèlent avec la perte de
prolifération des lymphocytes du sang périphérique aux antigènes de C. albicans
observée chez les patients au stade avancé de l’infection au VII-l (Leigh et al., 1998).
Toutefois, les perturbations des mécanismes spécifiques qui prédisposent à la
susceptibilité à la COP chez les individus à la phase SIDA demeurent incomprises, et
d’autres facteurs, en plus de la déplétion des lymphocytes T CD4+, pourraient y
contribuer.
2.4.3.2 Les lymphocytes T CD$+
Les lymphocytes T CD$+ jouent un rôle important dans le contrôle des virus tels que
le VIH et ceci, à cause de leur activité cytotoxique et de la relâche de facteurs
solubles (Cocchi et al., 1995; Levy et al., 1996). Il a été observé chez les patients
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infectés au VIFI que le nombre de lymphocytes T CD8+ diminue dans le sang
périphérique au cours de l’évolution de l’infection (Meyaard et al., 1992; Margolick
et al., 1995). Herbein et al. (199$) ont montré que cette diminution est entre autres
causée par l’induction de l’apoptose des lymphocytes CD8+ médiée par les
macrophages, et plus particulièrement par l’interaction entre la protéine gpl2O du
VIH et le récepteur de chemokines CXCR4. Une étude récente effectuée sur des
biopsies de muqueuses buccales de patients infectés au VIH et atteints de COP, a
permis d’observer un recrutement et une accumulation de lymphocytes T CD$+ à
l’interface de la lamina propria et de la couche basale de l’épithélium (Myers et al.,
2003). Myers et al. (2003) ont suggéré à partir de ces observations que les
lymphocytes T CD$+ pourraient avoir un rôle à jouer dans la défense de l’hôte
contre C. aÏb jeans, et ceci spécifiquement lorsque le nombre de lymphocytes T
CD4+ est réduit, comme c’est le cas chez les patients infectés au VIH.
2.4.4 L’immunité humorale
Le rôle protecteur d’anticorps sIgA spécifiques à C. aÏbicans demeure assez
contradictoire chez les patients infectés au VIH Lin et al. (2001) ont observé que les
patients infectés au VTH avaient de hauts niveaux d’lgA salivaires comparativement
aux sujets témoins non-infectés. Au contraire, d’autres chercheurs n’ont observé
aucun changement (Coates et al., 1992; Vudhichamnong et al., 1982; Mandel et al.,
1992), et même une diminution (Muller et al., 1991; Sweet et al., 1995) de ces
anticorps dans la salive des patients infectés au VIH. Plus récemment, Wozniak et al.
(2002) ont quantifié le répertoire complet d’anticorps dans la salive, en portant une
attention particulière au décompte de lymphocytes T CD4+ et en normalisant les
données en fonction de la concentration des protéines salivaires. Ces résultats ont
permis de démontrer qu’il n’y a pas de différence entre les niveaux d’IgA ou de sigA
chez les patients infectés au VIH atteints ou non de COP.
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CHAPITRE 3 : ÉTUDE DE LA PATHOGENÈSE DE LA COP À L’AIDE DE
MODÈLES ANIMAUX
Les modèles animaux représentent des outils essentiels afin d’approfondir l’étude de
la pathogenêse de la candidose, tant au niveau moléculaire que cellulaire
(Samaranayake et al., 2001a). Ceci est en partie dû aux dilemmes éthiques encourus
par l’utilisation d’humains, la difficulté de se procurer des tissus humains ainsi
qu’aux avantages que procure l’utilisation des animaux de laboratoire. En effet, il est
possible, par l’utilisation de modèles animaux, de contrôler presque la totalité des
facteurs qui peuvent entraîner des biais dans la cueillette de données tels que
l’environnement (température, luminosité, humidité, etc.), la durée de l’infection,
l’alimentation, l’âge et le sexe des sujets. L’utilisation de modèles animaux nous
permet aussi de comparer directement les différents résultats obtenus par rapport aux
témoins, ainsi que d’obtenir des observations à temps fixes et statutaires. De plus, la
clonalité de C. albicans est assurée, permettant aussi d’éviter les infections humaines
causées par de multiples souches de C. albicans. Ainsi, il est donc possible de
véritablement faire des analyses de cause à effet pour l’étude des interactions hôte-
pathogène.
3.1 Les modèles animaux de candidose oropharyngée dans le cadre de
l’infection au VTH-1
3.1.1 Les modèles animaux de candidose oropharyngée
Plusieurs modèles animaux ont été créés et utilisés afin d’élucider la pathogenèse de
la candidose oropharyngée. Différentes espèces animales ont été utilisées jusquici
(rats, lapins et singes), mais c’est la souris qui est sans aucun doute l’espèce
procurant le plus d’avantages pour faire ces analyses (Samaranayake et al., 2001a).
La souris est peu coûteuse, de petite taille, se reproduit aisément, ne requiert pas
énormément de soins, et est facilement modifiable génétiquement afin de reproduire
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des perturbations spécifiques au niveau immunitaire de l’hôte (souris transgéniques
et knoclwut). Toutefois, une différence notable existe entre la souris et l’homme dans
ce type d’étude : C. albicans ne fait pas parti de la flore microbienne normale de la
souris (Lacasse et al., 1990). C’est pourquoi il est nécessaire de procéder à une
infection expérimentale chez la souris afin d’engendrer le phénotype de la candidose.
Les modèles animaux qui sont utilisés afin de mieux comprendre cette pathogenèse
sont de différentes constitutions et peuvent être classés globalement selon leurs
caractéristiques prédominantes. Plusieurs de ces études sont effectuées uniquement à
l’aide de souris normales infectées oralement par C. albicans. Ces études visent
essentiellement à tenter de disséquer et comprendre l’immunité chez un hôte normal
face à une infection par C. aÏbicans (Elahi et al., 2000; Elahi et al., 2001; Ashman et
al., 2003). La plupart des autres études sur la COP utilisent des modèles animaux qui
ont soit subi un traitement visant l’immunodépression ou l’altération de Fimmunité,
comme par exemple par l’irradiation des animaux (Farah et al., 200 la; Farah et al.,
2001b) ou par l’injection de cortisone (Kamai et al., 2001; Kamai et al., 2002), ou
qui ont soit des immunodéficiences au niveau de l’immunité innée et/ou acquise
(Farah et al., 2002a; Farah et al., 2002b; Cantoma et al., 1990; Romani et al., 1997;
Vazquez-Torres et al., 1995) ou encore soit des modèles de souris modifiées
génétiquement (souris transgéniques ou knockout) (Balish et al, 2001; Jones-Carson
et al., 2000; Balish et al., 1999; Balish et al., 1996; Balish et al, 199$). Les différents
modèles animaux énumérés ici sont plutôt utilisés afin de mimer certaines
perturbations immunes, telles des immunodéficiences, qui permettront d’obtenir de
nouvelles informations au sujet de la pathogenèse de la candidose oropharyngée tant
au niveau moléculaire que cellulaire.
3.1.2 Les modèles animaux de COP dans le cadre de l’infection au VIH-1
Jusqu’à tout récemment, l’étude de la pathogenèse de la COP dans le cadre de
l’infection au VIH-1 était très limitée à cause de l’absence d’un modèle animal
approprié. Plusieurs équipes de recherche ont tenté de faire exprimer les produits de
gènes du VTH-l chez des souris, mais ces études n’ont pas résulté en la création d’un
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modèle animal satisfaisant (Brady et al., 1994; Klotman et al., 1996). En effet, chez
certains de ces modèles, de nouvelles caractéristiques non-observées chez l’humain
infecté sont apparues, alors que chez d’autres, des phénotypes essentiels du SIDA
humain n’ont pu ou ont minimalernent pu être observés.
C’est l’équipe de Deslauriers et al. (1997) qui a pour la première fois créé un
modèle animal de COP partageant des ressemblances avec l’infection au VIH. Cette
étude a été réalisée en utilisant des souris C57BL16 infectées par un rétrovirus
responsable de la leucémie murine, le Du5H (G6T2). Ce virus est l’agent du SIDA
murin (MÀIDS) et ce dernier partage plusieurs caractéristiques immunologiques
retrouvées chez les patients infectés par le VIH-1. Ces caractéristiques incluent (i)
une prolifération polyclonale des lymphocytes B manifestée par une
hypergammaglobulinémie, une lymphadénopathie et une splénomégalie ; (ii) une
défaillance dans les fonctions TH1 des lymphocytes T CD4+ avec une diminution de
production d’IL-2 et d’IFN-’ ; (iii) l’activation des lymphocytes T CD4+ TH2
observée par l’augmentation de la production d’IL-4, IL-5, IL-6, et IL-10 ; (iv) la
perte progressive des réponses des lymphocytes T CD$+ cytotoxiques ; et (y) la
susceptibilité accrue aux infections et aux lymphomes constitués de lymphocytes B.
Suite à l’infection expérimentale avec C. albicans, les souris ont été examinées pour
leur habileté à résister au développement de la candidose buccale. Les souris ont
développé en moins de 10 jours un état de porteur chronique, qui s’est stabilisé et qui
a duré plus de 6 mois. Il a été observé chez 70% de ces souris une stabilisation au
niveau des décomptes buccaux à partir du jour 10 post-infection. Des périodes de
fluctuations, de 2 à 3 semaines, durant lesquelles de hauts niveaux de décomptes de
C. albicans ont été suivis de périodes de convalescence, ont été observés chez 30%
des sujets. La principale limite de ce modèle pour l’étude de la COP est que la
déplétion des lymphocytes T CD4+, qui est une caractéristique essentielle de la
progression de l’infection par le VIH, n’est pas observée au cours du développement
du MALDS. Donc ce modèle est plutôt adapté pour les études concernant les étapes
précoces de l’infection au VTH (Mosier, 1986).
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3.2 La COP chez la souris CD4C/I1IVMt
C
Récemment, nous avons eu l’opportunité de poursuivre tes études concernant la
COP dans le cadre de l’infection au VIR chez une souris transgénique mimant de très
près le SIDA humain et présentant la plupart des phénotypes cellulaires retrouvés
lors de l’infection au VIH-I (Hanna et al., 199$). Cette souris, ]a souris
CD4C/HIVMUt, provient du laboratoire du Dr. Paul Joticoeur avec lequel nous
collaborons depuis déjà 3 ans afin d’élucider la pathogenèse de la candidose
oropharyngée dans le contexte de Finfection au VIH. Ces souris présentent la plupart
des phénotypes retrouvés chez l’homme tels que l’atrophie thymique, la perte
préférentielle des lymphocytes T CD4+, la pneumonie et la néphrite interstitielles, la
cardiomyopathie, la perte de poids, la diarrhée, le retard de croissance et la mort
prématurée (Hanna et al., 199$). La particularité qui fait l’unicité de ce modèle est
l’expression du transgène du VU-I-1 et ce, uniquement dans les cellules ayant le
récepteur CD4, c’est-à-dire les mêmes populations cellulaires qui sont infectées par
le VIH-1 chez l’humain (voir matériel et méthodes pour plus de détails). Ces cellules
sont les lymphocytes T thymiques CD4+CD$+ immatures, les lymphocytes T
CD4+CD8- matures, les lymphocytes T CD4+ matures périphériques et aussi les
macrophages et les cellules dendritiques (Hanna et al., 199$). De plus, tout comme il
est observé chez les patients infectés au VIR, les lymphocytes T CD$± périphériques
augmentent en nombre au début, mais diminuent au cours du développement de la
maladie (Hanna et al., 1992; Fauci et al., 1996). Plusieurs lignées de souris ont été
créées avec différentes délétions au niveau des gènes du VII-I-1 afin de constater que
seul le gène nef est suffisant et nécessaire afin d’engendrer les différents phénotypes
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Figure 9. Structure des transgènes CD4C/HIVMOL. Le fragment enhancer de souris dti
gène CD4 (mCD4), le promoteur humain CD4 (hCD4), chacun des génomes mutants
du VII-I-1 (MutA à MutH), et les séquences de polyadénylation du virus simien 40
(SV4O), furent liés. Le symbole (X) signifie que les cadres de lecture ouverts (ORF)
du génome du VTH indiqués sont interrompus. Inspiré de Hanna et al., 199$.
Des études antérieures, réalisées dans notre laboratoire, nous ont permis
d’établir un nouveau modèle de COP chez la souris CD4C/HIVMUtA (de Repentigny
et al., 2002). En effet, une semaine environ après l’infection buccale de ces souris
avec C. albicans, nous avons pu observer l’établissement d’un état de porteur
chronique soutenu, qui dure entre 6 et 10 semaines, et qui est suivi d’une
augmentation drastiqtie des niveaux de décomptes buccaux lors du développement de
la maladie, pour se terminer par la mort des animaux. De plus, il a été observé, que
les hyphes de C. albicans pénètrent la couche superficielle de l’épithélium
pavimenteux stratifié de la cavité buccale et de l’oesophage, qu’il y a une très faible
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foyers de cellules mononucléées apparaît au niveau de la muqueuse. Toutes ces
caractéristiques observées chez la souris transgénique sont identiques à celles
retrouvées chez l’humain infecté au VIH-1 et développant la COP (fong et al., 1997;
Yeh et al., 1988). Des analyses immunohistochimiques des muqueuses buccales et
oesophagiennes nous ont permis d’observer une diminution de la fréquence de
cellules exprimant le CMH de classe II, combinée avec une réduction de
lymphocytes T CD4+ chez les souris Tg comparativement aux souris témoins non
Tg (de Repentigny et al., 2002).
Toutes les caractéristiques font de ce modèle animal un choix judicieux afin
de mieux comprendre la pathogenèse de la candidose.
RAISONNEMENT ET HYPOTHÈSES
Prenant en considération les faits suivants:
j. Les lymphocytes T CD4+ sont graduellement déplétés au cours de la progression
de l’infection au VIH;
ii. L’incidence et la prévalence de la COP s’accentuent à la phase SIDA
(lymphocytes T CD4+ <200/mrn3);
iii. Dans le cadre de l’infection au VIH se compliquant de COP, le nombre de
lymphocytes T CD$+ au niveau de la muqueuse buccale est augmenté au stade
précoce de l’infection au VIH, mais diminue à la phase SIDA;
iv. Malgré l’effet fongistatique des lymphocytes T CD8+ démontré à l’égard de C.
albicans in vitro, aucune étude n’a jusqu’à maintenant démontré la participation
directe (cytotoxicité) ou indirecte (production de cytokines) de ces cellules à la
défense contre la COP;
y. Une augmentation de cellules appartenant à la lignée des
monocytes/macrophages a été observée au niveau de la muqueuse buccale des
souris Tg infectées à Candida et ce, de la primo-infection à la phase tardive de
la maladie apparentée au SIDA;
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vi. Une infiltration de PMNs est observée dans la muqueuse buccale de souris
immunocompétentes au cours de l’infection primaire au C. albicans;
vii. Les phagocytes sont les principales cellules effectrices impliquées dans
l’élimination de C. albicans
viii. L’altération fonctionnelle des phagocytes au cours de l’infection au VIH demeure
controversée;
ix. Chez les patients infectés au VIH et atteints de COP ainsi que chez la souris Tg
infectée à C. albicans, il y a peu ou pas de dissémination systémique du
champignon aux organes internes.
Nous proposons les hypothèses suivantes concernant Ï’immunopathogenèse de la
COP chez la souris Tg exprimant le génome du VIH-1
(i) Les lymphocytes T CD$+, les monocytes/macrophages, les PMNs, ou encore
l’association de ces populations cellulaires préviennent la dissémination
systémique de C. albicans chez la souris Tg;
(ii) Ces mêmes populations cellulaires effectrices réduisent la charge de C.
albicans au niveau de la muqueuse buccale chez la souris Tg.
MATÉRIEL ET MÉTHODES
Souris Tg exprimant le VIII-l
La construction et la caractérisation des souris Tg CD4C/HWMUt ont été réalisées au
laboratoire du docteur Paul Jolicoeur (Institut de recherches cliniques de Montréal)
(figure 9) (Hanna et al., 199$). Brièvement, l’ADN CD4C/FllVM1t mutant contient
des séquences amplificatrices (enhancer) CD4 de souris et des éléments du
promoteur CD4 humain penriettant l’expression des gènes du VIH-1 chez la souris
Tg. Ainsi, le transgène s’exprime exclusivement dans les cellules possédant le
récepteur CD4 tel que les cellules dendritiques, les lymphocytes T CD4+ et les
macrophages. Les souris fondatrices F213$8 et f27367 provenant respectivement
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des lignées CD4CIHIVM et CD4C/HIVMutG ont été utilisées. Ces deux souris
fondatrices ont été croisées, au départ, avec une souris de génotype C3H et les souris
de la progéniture ont été génotypées et examinées quotidiennement pour tout signe
de maladie. Les souris 1g de la lignée MutA expriment modérément le transgène et
ont une survie moyenne de 3 mois, tandis que les souris MutG, qui ont une demi-vie
de 1.0 mois, l’expriment à un faible niveau. Une corrélation entre le niveau
d’expression du transgène et de la maladie a été démontrée chez ces souris 1g
CD4C/HIVMt (Hanna et al., 1998). Plusieurs gènes du VIH-1 (gag, poÏ vf vpr, tat,
et vpu) sont mutés dans l’ADN des souris MutA alors que les gènes env, rev et nef
sont intacts. La souris MutG a nef comme seul gène intact du VIIi-1. Il a été
démontré que le gène nef est essentiel et suffisant afin d’engendrer une maladie
mimant le SIDA chez ces souris 1g. Cette maladie est caractérisée par une perte de
poids, un retard de croissance, l’atrophie sévère et la fibrose des organes lymphoïdes,
la perte préférentielle des lymphocytes T CD4+, la pneumonie et la néphrite
interstitielles (Hanna et aI., 1998). Ces changements ne sont pas observés chez les
souris témoins non-1g (Hanna et al., 1998).
Les souris 1g CD4E/HIVMtG (Hanna. en préparation) ont été produites à
partir de l’ADN CD4C en remplaçant le fragment Sac I de 2.6 kpb par le promoteur
de souris (Hanna et al., 2001) le tout lié à de l’ADN HIVMt1tG (Hanna et al., 1998).
Ces souris 1g expriment de façon sélective le gène nef dans les thymocytes CD4+
CD$+, dans les lymphocytes 1 CD4+ périphériques, dans un faible nombre de
lymphocytes 1 CD8+, et dans les cellules dendritiques, mais pas dans les
macrophages (Hanna et al., 2001).
Les souris mCD4C/HIVMI1tG (Hanna, en préparation) ont été créées en liant
les éléments régulateurs CD4C de souris à l’ADN HIVMLtG. L’expression du gène nef
chez ces souris est restreinte aux lymphocytes T CD4+. Il est possible que la cause
soit l’absence du gène CD4 humain dans cette construction.
Les souris 1g et non-1g sont exemptes de pathogènes spécifiques et sont
hébergées à l’animalerie de l’Université de Montréal. Afin d’éviter toute infection
potentielle provenant de l’environnement, les souris sont placées dans des cages
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stérilisées et équipées de bonnets-filtres. Les animaux sont alimentés de nourriture et
d’eau stérile. En plus des souris non-Tg, des souris C3H de 5 à 6 semaines (17 à 1$
grammes) provenant dc Charles River Canada ont été utilisées comme témoins
immunocompétents, et pour l’entretien de la colonie de souris Tg.
Modèle animal de la candidose des muqueuses
Quelques colonies de C. albicans LAM-l furent déposées dans du miLieu Sabouraud
dextrose liquide (Difco Laboratories) pour 18 h à 30°C avec agitation afin d’obtenir
des levures en phase de croissance logarithmique tardive. Les levures ont été lavées
deux fois dans du PBS 0,01 M (pH 7,4) stérile et ont été comptées à l’aide d’un
hématimètre. Les souris ont été anesthésiées par injection intra-péritonéale avec 0,1
ml d’une solution contenant 1 ml d’Nypnorm (0,315 mg/mL de citrate de fentanyl et
10 mg/ml de fluanisone; Janssen Pharmaceutica), 1 ml de Versed (5mg/ml de
midazolam; Hofffiiann-La Roche), et 2 ml d’eau stérile. Les souris ont alors été
inoculées avec 10$ blastoconidies de C. aÏb jeans, par application topique à la cavité
buccale (joues, palais dur et mou, langue) à l’aide de tiges stériles d’alginate de
calcium (Calgiswabs ; f isher Scientific).
Les souris ont été observées quotidiennement pour tout signe de morbidité. et
leurs poids ont été enregistrés du début à la fin de l’expérience. Les animaux
moribonds ont été notés comme non-survivants et ont été euthanasiés par inhalation
de C02.
Une quantification longitudinale de C. albicans dans la cavité buccale des
souris individuelles a été réalisée à partir du jour 1 jusqu’à l’euthanasie des animaux.
Les cotons-tiges en alginate de calcium ont été utilisés pour frotter la muqueuse
buccale (joues, palais dur et mou, langue) et ont par la suite été dissous dans du
tampon citrate Ringer. Des dilutions sériées furent préparées dans du PBS stérile
(0,05 M, pH 7.4) et étalées sur des Pétris de Sabouraud dextrose supplémentés avec
du chloramphénicol (0,05g!l). Les Pétris ont été incubés pour 24 h à 3 7°C. Les
colonies cultivées ont ensuite été comptées et les cfu ont pu être calculés.
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Afin de déterminer la charge de C. aÏbicans dans le tractus gastrointestinal et
le potentiel de dissémination systémique, le cerveau, le foie, les poumons, les reins,
l’estomac, le petit intestin et le gros intestin furent prélevés aseptiquement des
animaux, pesés et ensuite homogénéisés dans 5 ml de PBS stérile. Des dilutions
sériées ont ensuite été effectuées à partir des broyats puis étalées sur des Pétris de
Sabouraud dextrose supplémentés avec du chloramphénicol, et incubés 24 h à 3 7°C.
Les données ont été exprimées en cfu par gramme de tissus.
Immunohistochimie
La rate, la langue, l’intestin et l’estomac incluant le repli non-glandulaire ont été
prélevés et placés dans des moules «Peel-Away »® en plastique remplis d’OCT
(10,24% (wt/wt) d’alcool polyvinyle, 4,26% (wt/wt) de polyéthylène glycol et
85,50% (wt/wt) d’ingrédients non-réactifs) (Miles Scientific, Napierville, QC). Le
moule fut ensuite plongé 30 sec dans du 2-méthylbutane préalablement refroidi dans
de l’azote liquide. Après congélation, le bloc a été placé sur glace sèche et conservé à
-80°C jusqu’à utilisation. Des coupes de 6 .im d’épaisseur ont été déposées sur des
lames de microscope Superfrost Plus (f isher).
Les anticorps primaires utilisés étaient les suivants : anticorps monoclonal de
hamster anti-souris TCR y (GL3 ; PharMingen); anticorps monoclonal de rat anti-
souris CD11b (M1/70; PharMingen); anticorps monoclonal de hamster anti-souris
CDllc (HL3; PharMingen); anticorps monoclonal de rat anti-souris CD8Œ (Ly-2
ParMingen)
Toutes les incubations ont été faites à température pièce, en chambre humide.
Les coupes de tissus sur lames ont été préalablement fixées 2 min dans l’acétone t
80°C), puis séchées pendant I h. Les lames utilisées immédiatement ont été lavées
trois fois dans du PBS 0,OIM et les autres lames ont été conservées à —80°C. Les
coupes utilisées ont été traitées au Dako Biotin Blocking System (pour bloquer la
biotine endogène contenue dans certaines coupes de tissus) pendant 20 min. Après 3
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lavages de 2 mm, les coupes ont été mises en présence d’une solution de H202 à
0,03% pendant 10 mm, suivi d’un lavage. Les coupes ont ensuite été incubées dans
une solution de blocage contenant 5% (w/w) d’albumine de sérum de boeuf dans du
PB$ pendant 30 min. Les coupes ont été incubées pendant 1 h avec les anticorps
1CR CD1 lb, CD1 Ic, ou CD$Œ, aux concentrations respectives de 2,5 tg/ml. 4
jig/ml, et 4,2 jig!ml. Les témoins négatifs ont été incubés dans du PBS. Les coupes
ont été lavées 3 fois et l’anticorps secondaire biotiné fut ajouté pendant 30 min (pour
TCR y6, CD1Ib, CD8Œ, immunoglobulines biotinées de lapin anti-rat (Dako), et pour
CDllc, un mélange d’anticorps biotiné de souris anti-hamster (PharMingen)). Après 3
lavages, les anticorps liés ont été détectés au moyen du complexe streptavidine
peroxidase (Dako) dilué dans du Tris 0,05M, pH 7,2 contenant 0,1 M de NaCI, 30
min. Finalement, les coupes ont été lavées et les cellules marquées ont pu être
visualisées à l’aide de la diaminobenzidine (DAB) (Dako). Une contre-coloration du
tissu fut réalisée à l’hématoxyline de Meyer. Les témoins négatifs furent obtenus en
ajoutant du PBS au lieu de l’anticorps primaire, tandis que les témoins positifs
étaient réalisés à l’aide de rates de souris CH3. Finalement, les lames ont été
observées en microscopie optique. Les densités de cellules marquées furent
déterminées qualitativement sur plus de 20 champs microscopiques (grossissement,
X400).
Déplétion des PMN circulants a l’aide d’un anticorps monoclonal
L’anticorps monoclonal RB6-8C5 (PharMingen, Canada) réagit avec l’antigène de
surface Ly-6G, connu comme l’antigène de différentiation myéloïde Gr-l, une
protéine d’ancrage GPI de 2 1-25 kDa exprimée à la surface des granulocytes murins
(Fleming et al., 1993). Cet anticorps monoclonal est un IgG2b,K de rat qui se lie
sélectivement aux neutrophiles et éosinophiles matures, mais pas aux lymphocytes et
macrophages (Conlan et al., 1994; Tepper et al., 1992). L’anticorps monoclonal
purifié a été injecté par la voie intrapéritonéale (i.p.) à la dose de 50 jig, et l’isotype
de rat lgG2b,K (A95-Ï) (PharMingen) fut administré comme témoin IgG à d’autres
groupes de souris. Des expériences préliminaires nous ont permis de déterminer
C qu’un traitement à l’aide de 50 jig d’Acm par souris réduit de 90 à 98% le nombre de
PMNs circulants pour une durée de deux jours. Nous avons par la suite déterminé
qu’il était possible d’administrer jusqu’à 3 doses de 50 tg consécutives à l’intervalle
de deux jours, permettant de maintenir la déplétion soutenue des PMNs pendant 7
jours (>90% de déplétion). À 24 h après le premier traitement, le nombre de PMNs
circulants (moyenne ± écart type) a diminué de 4135 ± 1057/mm3 chez les témoins à
13 ± l0/mm3 chez les souris traitées et cette déplétion s’est maintenue pendant 7
jours consécutifs.
Énumération des leucocytes du sang périphérique
Afin de vérifier l’efficacité de l’Acm anti-Ly6G à dépléter les PMNs, des
prélèvements sanguins ont été effectués quotidiennement par la veine saphène des
souris concernées. Des frottis sanguins ont été colorés au May-Grunwald Giemsa
afin de quantifier le nombre différentiel de leucocytes, et le nombre total de
leucocytes a été déterminé à l’aide du Système Unopette (Becton-Dickinson,
Franklin Lakes, NI). Le nombre absolu de chacune des populations
leucocytaires/mm3 de sang fut ensuite calculé en multipliant le pourcentage de ces
cellules par le nombre de leucocytes totaux du sang périphérique.
Mesure de l’activité enzymatique des PMNs
Pour quantifier cette activité, nous avons utilisé le substrat dichlorofluoresceine
diacetate (DCfH-DA) (DCfH.Peroxides, CellProbesTM Reagents). Le DCFH-DA est
transporté à travers la membrane plasmique de la cellule et est déacétylé par les
estérases pour former un composé intermédiaire non-fluorescent, le DCFH
(figure 10). Le DCfH est converti en un composé hautement fluorescent, le DCF.
par l’action de la peroxydase et de la production de peroxyde d’hydrogène (F1202).
Ceci nous permet donc de mesurer la présence de peroxyde due à la flambée
oxydative des PMNs.
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DCFH-DA > DCFH > DCF
estérases H20,, peroxydase
Figure 10. Réaction chimique de la conversion du substrat non fluorescent DCFH
DA en un composé (DCF) hautement fluorescent par l’action des enzymes
intracellulaires des PMNs.
Pour chaque expérience, un total de 2 ml de sang hépariné ont été recueillis
par ponction cardiaque chez 2 souris préalablement anesthésiées. Les érythrocytes
ont été lysés à l’aide d’une solution de lyse pour globules rouges (155mM de NRCl,
lOmM de KHCO2 et 0,1 mM d’EDTA à 0,5M) pour 5 mm, puis centrifugés. Les
leucocytes recueillis ont été lavés deux fois avec du PBS stérile puis ajustés à la
concentration de 3 ± 0.5 X 106 cellules/ml dans du Hanks’ balanced sait solution
(HBSS ; Gibco, Grand Island, NY), et la viabilité cellulaire était >97% par exclusion
du bleu de trypan.
Pour chaque tube, 50 ul de la suspension cellulaire a été chauffé pour 10 min
dans un bainmarie à 37°C. Le réactif CellProbeTM a été reconstitué avec 250 ul
d’eau distillée juste avant l’utilisation. À la fin de l’incubation de 10 mm, 25 ul de ce
réactif a été ajouté à chaque tube, délicatement mélangé et remis aussitôt à 37°C pour
exactement 5 min. Pour chaque expérience, un tube témoin a été préparé en
remplaçant le réactif par 25 ul de HBSS. Les tubes ont été retirés et déposés sur de la
glace broyée afin d’arrêter la réaction enzymatique. Ensuite, 0,5 ml de HBSS froid a
été ajouté à chaque tube juste avant l’analyse par cytofluorométrie en flux. Les
échantillons ont été analysés au FACS dans un délai de 15 min afin d’éviter une perte
de fluorescence ou encore un marquage non spécifique. Les PMNs ont été délimités
en fonction de leurs caractéristiques morphologiques (taille et structure de la cellule),
et l’intensité de la fluorescence des PMNs a été mesurée. Les résultats ont été
calculés en soustrayant de la fluorescence moyenne des PMNs avec enzyme, la
fluorescence moyenne des PMNs témoin. Un minimum de 4 réplicatas ont été
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effectués au cours de chaque expérience indépendante. Les analyses ont été
effectuées à l’aide d’un cytofluoromètre fACStar (Becton Dickinson
Immunocytornetry Systems) équipé d’un logiciel Consort 30. Un minimum de
10 000 évènements ont été recueillis à l’intérieur de la borne délimitant les PMNs.
Déplétion des monocytes circulants et des macrophages de la muqueuse buccale
La déplétion de ces populations cellulaires a été réalisée à l’aide de liposomes
contenant du clodronate, fournis par le Dr Nico Van Rooijen du Département de
biologie cellulaire à l’Université d’Amsterdam (Pays-Bas). Les liposomes
multilamellaires ont été préparés comme décrit précédemment (Van Rooijen et al.,
1994), contenant soit l’agent cytolytique (le dichlorométhylène diphosphate,
CI2MDP; Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Allemagne) ou soit du PBS.
Brièvement, 75 mg de phosphatidylcholine et 11 mg de cholestérol (Sigma Chemical
Co., St.Louis, MO) ont été dissouts dans du chloroforme et ont été évaporés par
rotation sous vide à 37°C. Ensuite, ils ont été dispersés en mélangeant avec 10 ml de
PBS (0,15 M NaC1; 10 mM de tampon phosphate, pH 7,3) contenant 2,5 g de
C12MDP pour 10 min. Les liposomes ont ensuite été laissés à température pièce pour
2 h, puis soniqués pour 3 min à la température pièce dans un sonicateur et ensuite
gardés à la température pièce pour 2 h. Les liposomes ainsi produits (L-C12MDP) ont
été lavés et centrifugés à 100 000 X g dans du PBS pour 30 min à deux reprises afin
d’enlever le C12MDP non séquestré. Les L-C12MDP ont ensuite été suspendus dans 4
ml de PBS.
Afin d’obtenir la déplétion des monocytes/macrophages du sang
périphérique, du foie et de la rate ainsi que de la muqueuse buccale, flous avons
injecté 0,15 ml par la voie intraveineuse et 0,025 ml par voie intrajugale (0.012 ml
par joue) de liposomes contenant du clodronate. Les témoins négatifs ont reçu soit
des liposomes-PBS ou soit du PBS au lieu des L-CI2MDP.
o
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Suspensions cellulaires de la rate, des ganglions lymphatiques cervicaux et de la
muqueuse buccale
Le sang hépariné de souris préalablement anesthésiées a été recueilli par ponction
cardiaque. La rate et les ganglions lymphatiques cervicaux ont été prélevés, pressés à
travers une membrane de nylon (grosseur des pores, $0 tm), et enfin déposés dans
des Pétris de 25 mm de diamètre contenant 2 ml de HBSS. La suspension cellulaire a
ensuite été lavée 2 fois dans du HBSS et resuspendue dans un milieu de culture
complet constitué de milieu RPMI 1640 (Gibco) supplémenté avec 10% de sérum
foetal de veau inactivé à la chaleur (Gibco), 20 mM de tampon HEPES, 2mM de L
glutamine, 5 x i05 M de 3-mercaptoéthanol, 100 U/ml de pénicilline et de
streptomycine, 0,25 p.g/ml d’amphotéricine B, et 50 tg/ml de gentamicine. Afin
d’obtenir une suspension cellulaire homogène, les cellules ont ensuite été filtrées à
travers une membrane de nylon stérile (grosseur des pores, 20 im).
La technique de prélèvement des muqueuses buccale a été effectuée tel que
mise au point dans notre laboratoire (Lewandowski, D., en préparation). Brièvement,
la muqueuse buccale, incluant les joues, le palais dur et le palais mou a été disséquée
en évitant la couche musculaire et lavée 5 min dans une solution tampon de lavage
(20 mM de TRIS, 20 mM de NaCI, 40 mM d’EDTA, et 1 mM de DTT) afin
d’enlever le mucus à la surface. Les tissus ont ensuite été lavés dans du HBSS.
coupés longitudinalement, et finalement émincés en fragments de 1 mm2 avec un
scalpel stérile dans du milieu complet. Les tissus émincés contenant l’épithélium et la
lamina propria ont été digérés en les incubant dans 0.25% de collagénase de type IV
(Sigma) dans du milieu complet à 37°C pour 30 min avec légère agitation. Le milieu
a ensuite été remplacé et la suspension a été remise en incubation pour 30 min. Les
débris de tissus ont été exclus en filtrant la suspension cellulaire de muqueuses orales
2 fois à travers une membrane de nylon de 20 tm, et celle-ci a ensuite été lavée dans
duHBSS.
La contamination par les érythrocytes dans la suspension cellulaire ainsi
obtenue a été estimée à <1% en se fondant sur le ratio érythrocytes: leucocytes. Les
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suspensions cellulaires de rate, de ganglions lymphatiques cervicaux et de la
muqueuse buccale ont été suspendues dans du milieu complet et ajustées à I x 106
cellules/ml, et la viabilité cellulaire était >90% par exclusion du bleu de trypan.
Cytométrie en flux
L’analyse de marqueurs de surface cellulaire sur les lymphocytes du sang
périphérique à été effectuée tel que décrit précédemment (de Repentigny, 2002), à
l’aide d’un cytomètre en flux fACSCalibur (BD Biosciences) équipé du logiciel
CellQuest. La rate et les ganglions lymphatiques cervicaux ont été marqués
directement à l’aide d’anticorps monoclonaux fluorescents spécifiques pour le CD3
(145-2C1 1) de souris, le CD4 (L3T4) de souris, et le CD8 (53-6.7) de souris, ainsi
que leurs isotypes respectifs (l’IgGl de rat et l’lgG2b de rat) (BD Biosciences) et les
cellules de la muqueuse buccale ont été marquées directement à l’aide d’anticorps
monoclonaux fluorescents spécifiques pour le CD1 lb (M 1/70) de souris, lIAk
(CMHII. 11-5.2) de souris, le CD1 lc (HL3) de souris, ainsi que leurs isotypes
respectifs (l’IgG2b,k de rat, l’IgG2b,k de souris et I’ IgG2a,k de souris) (BD
Biosciences) à I tg/1 06 cellules pour 45 min à 4°C. Afin de lyser les érythrocytes
encore présents dans la suspension cellulaire de la rate, 1 ml de tampon de lyse pour
érythrocyte (BD Biosciences) à été ajouté à 100 tl de la suspension pour 5 min. Les
cellules ont ensuite été lavées 2 fois dans du PBS froid et fixées avec de la
paraformaldéhyde à 2%.
Les splénocytes ont servi de témoin afin de comparer les profils SSC et FSC
des populations cellulaires en cytométrie en flux aux profils des populations
cellulaires de la muqueuse buccale. Durant l’acquisition des données, un minimum
de 10 000 évènements dans la borne ont été recueillis. Les cellules incubées avec le




Les différences au niveau des cfu buccaux de C. aÏbicans entre chaque groupe de
souris ont été déterminées à l’aide du logiciel PROC MDŒD version 8, logiciel 16
(SAS Institute, Cary, NC). Des analyses de la variance de mesures répétées avec des
ajustements à l’aide du test de Tukey-Kramer ont été réalisées à l’aide de 2 facteurs,
le premier étant le groupe de souris et le second le temps d’infection. Les interactions
significatives (p < 0,05) ont été attentivement analysées et les différences
significatives (p <0,05) entre les moyennes des groupes à un temps déterminé ont
été analysées en utilisant le test de t de Student bilatéral à deux échantillons
indépendants. Une analyse de variance a un facteur a été utilisée pour l’analyse des
marqueurs de surface cellulaire des souris CD4C/HIVM CD8 KO et une ANOVA
à deux facteurs répétés (temps et groupes) pour les analyses concernant l’activité
enzymatique et les populations leucocytaires du sang périphérique. finalement, le
test de Mann-Whitney a été utilisé afin d’analyser les données concernant les
analyses des marqueurs de surface cellulaires des souris mCD4C/HIVMUtG et
CD4E/HIVMUtG. Les différences ont été considérées significatives àp < 0,05.
RÉSULTATS
Analyses immunohistochimiques de la muqueuse buccale de la souris Tg
CD4C/IIIVMUtA ïnfectée avec C. atbicans. Les muqueuses buccales de six souris
Tg ont été analysées par immunohistochimie afin (i) d’identifier le phénotype de
l’infiltration de cellules mononucléées observée précédemment dans la lamina
propria des souris Tg infectées avec C. albicans (de Repentigny, 2002), et (ii)
vérifier si l’incidence et la distribution des populations cellulaires effectrices à
l’égard de C. albicans (lymphocytes T ‘y: et macrophages) sont altérées chez la
souris Tg infectée avec C. albicans.
C
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La déplétion profonde et progressive des lymphocytes T CD4+ au niveau de
la muqueuse buccale des souris 1g infectées par C. albicans après la primo-infection,
et de façon plus marquée à la fin de la vie de ces souris, comparativement aux souris
non-1g infectées, a été observée précédemment dans notre laboratoire (de
Repentigny, 2002) (figure 11). L’infiltration de cellules mononucléées apparaissant
chez la souris 1g infectée par C. aÏbicans à la fin de la primo-infection et persistant
jusqu’à la fin de l’infection était du phénotype de la lignée des
monocytes/macrophages (CD1 lb+, IAk+, CD! ic-). De plus, une augmentation
importante des lymphocytes T CD8+ dans la muqueuse buccale de la souris Tg
infectée par C. albicans a été observée à la fin de la primo-infection, suivie d’une
importante déplétion à la fin de la vie de ces souris comparativement aux souris non-
1g infectées. finalement, une augmentation transitoire des lymphocytes T y:, suite à
la primo-infection, a été observée chez la souris 1g infectée par C. albicans
comparativement à la souris non-Tg infectée.
Ces résultats indiquent que les lymphocytes T CD8+ et y/+ pourraient jouer
un rôle dans la récupération de la primo-infection au C. albicans chez la souris Tg
CD4C/HIVM’, tout en limitant la prolifération de C. albicans à la muqueuse
buccale. De plus, l’activité fongicide exercée par les cellules de la lignée des
monocytes/macrophages à l’égard de C. albicans pourrait être en partie conservée
malgré l’expression du transgène.
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Figure 11. Analyse immunohistochimique de la muqueuse buccaLe de la souris Tg
CD4C/HIVM1t\ infectée avec C. aÏbicans.
Déplétion des PMN à l’aide d’un anticorps monoclonal (RB6-8C5) chez la souris
Tg infectée par C’. atbicans. Deux expériences indépendantes de déplétion des
PMNs ont été effectuées: la première fut exécutée aussitôt après la primo-infection,
soit 20 jours après l’infection des souris (figure 12) et la deuxième au milieu de la
phase de porteur chronique de C. albicans chez la souris Tg, soit 45 jours post
inoculation du champignon (figure 14). Pour chaque expérience, douze souris Tg
CD4C/HWMtItA et six souris non-Tg ont été inoculées intra-oralement avec 108 cfu
(coÏony-forming units) de C. albicans LAM-l. Les décomptes buccaux ont été
déterminés longitudinalement en procédant à des écouvillonnages de la cavité
buccale (figures 12 et 14). À partir du jour 20 ou 45 post-inoculation, six souris Tg et
non-Tg ont été traitées à l’aide de l’anticorps monoclonal (Acm) RB6-$C5, et ce afin
de dépléter les PMNs circulants. Les six autres souris Tg ont reçu un isotype lgG.
Ces traitements ont été administrés à tous les 2 jours et les souris ont été euthanasiées
au
7tème jour après le début du traitement. Afin de vérifier l’ampleur dc la
neutropénie, des prélèvements sanguins ont été effectués quotidiennement dès le
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plus de 90% des PMNs circulants furent déplétés chez les souris ayant reçu l’Acm
(figures 13 et 15).
À partir des jours 20 ou 45, et ce jusqu’au moment de l’euthanasie des
animaux (jours 27 et 52 respectivement), les décomptes buccaux ne furent pas
significativement différents (P> 0,05) entre les souris 1g traitées à l’aide de l’Acm
et les souris 1g ayant reçu l’isotype (figures 12B et 14C). De plus, l’administration
d’Acm après la primo-infection de la souris non-1g n’a pas entraîné de colonisation
de la muqueuse buccale par C. albicans.
Des décomptes comparables de colonies de C. alb jeans ont été obtenus dans
l’estomac, le petit intestin et le gros intestin des souris 1g déplétées et non déplétées
de leurs PMNs, après euthanasie des souris aux jours 27 et 52 post-inoculation de C.
albicans (tableau I). De faibles décomptes de C. atbicans (moins de I 0 cfu chez la
souris non-1g comparativement à plus de 1 cfu chez les souris 1g) furent trouvées
dans ces mêmes organes, et ce chez seulement la moitié des souris non-1g. Dans les
organes internes, aucune dissémination de C. aÏbieans n’a été observée, tant chez les
souris 1g déplétées que chez les deux groupes témoins (souris Tg/isotype et souris
non-Tg/RB6-$C5). Toutes les souris ont survécu jusqu’au jour de l’euthanasie.
Ces résultats démontrent que, suite à la primo-infection et pendant la phase de
porteur chronique de C. albieans chez la souris 1g CD4C/HWM, les PMNs sont ni
essentiels pour restreindre la charge de C. atbieans à la surface de la muqueuse
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Figure 12. Décomptes buccaux de C. albicans retrouvés chez la souris Tg traitée
avec un isotype 1gO (ligne bleue), et chez les souris 1g CD4C/FIIVMutA (ligne rouge)
et non-1g (lignes vertes) traitées avec t’Acm R36-8C5 (A et 3). À partir du jour 20
(B), chaque groupe de souris a subit son traitement respectif tous les 2 jours jusqu’au
jour du sacrifice (jour 27). Les décomptes buccaux des souris Tg déplétées n’étaient
pas significativement différents (p> 0,05) de cetix des souris 1g ayant reçu l’isotype,
et ce avant et après l’administration du traitement. Les résultats représentent la
moyeime des cfu ± l’écart type calculé pour chaque groupe de souris
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Figure 13. Nombre absolu de PMNs retrouvés dans la circulation sanguine des
souris Tg et non-Tg ayant reçu l’Acm du jour 20 au jour 27 post-inoculation de C.
albicans. Vingt-quatre heures après le début du traitement (jotir 21), plus de 92% des





















figure 14. Décomptes buccaux de C. albicans retrouvés chez la souris 1g traitée
avec un isotype IgG (ligne bleue), et chez les souris 1g CD4C/HIVM (ligne rouge)
et non-Tg (tignes vertes) traitées avec l’Acm RB6-8C5 (A, B et C). À partir du jour
45 (C), chaque groupe de sottris a subit son traitement respectif à tous les 2 jours
jusqu’au jour du sacrifice (jour 52). Les décomptes buccaux des souris 1g déplétées
n’étaient pas significativement différents (p> 0,05) de ceux retrouvés chez les souris
1g ayant reçu l’isotype, et ce avant et après l’administration du traitement. Les
résultats représentent la moyenne des cfti + l’écart type calculé pour chaque groupe
de souris.
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Figure 15. Nombre absolu de PMNs retrouvés dans la circulation sanguine des
souris Tg et non-Tg ayant reçu l’Acm du jour 45 au jour 52 post-inoculation de C.
albicans. Vingt-quatre heures après le début du traitement (jour 46), plus de 90% des
PMNs circtilants ont été déplétés chez ces souris et cette neutropénie fut maintenue





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Mesure de l’activité enzymatique des PMNs. Cette expérience a été réalisée à la
fin de la primo-infection (jour 7) (figure 16A) ainsi qu’à la fin de la phase de porteur
chronique (jour 70) (figure I 6B) de C. albicans. Pour chacun de ces temps, quatre
groupes de huit souris ont été constitués: des souris 1g CD4C/HIVM et des souris
non-Tg infectées intra-oralement avec i08 cfu de C. aÏbicans, et des souris Tg
CD4C/HIVMt1tA et des souris non-Tg non-infectées. Afin d’obtenir une quantité
suffisante de PMNs permettant de mesurer l’activité enzymatique des souris, le sang
de deux souris par groupe a été réuni, produisant ainsi quatre observations pour
chacun des groupes aux deux temps à l’étude. Après avoir isolé les PMNs à l’aide de
gradients de densité, la pureté de la population cellulaire se situait entre 90 et 95% de
PMNs et la viabilité cellulaire était de 98%. L’intensité de la fluorescence, mesurée à
l’aide du cytomètre en flux (FACS), représente la capacité des enzymes
intracellulaires responsables de la flambée oxydative (NADPH oxydase et
superoxyde dismutase) à produire du peroxyde d’hydrogène (H202) et de l’anion
superoxyde (02).
Au jour 7 post-infection (figure 1 6A), l’activité enzymatique des PMNs était
légèrement augmentée chez les souris Tg et non-Tg infectées à C. albicans
comparativement aux souris non-infectées. De plus, l’activité enzymatique des
PMNs était plus élevée à 70 jours (figure 1 6B) chez les souris Tg et non-Tg infectées
ainsi que chez la souris Tg non-infectée, comparativement aux mêmes groupes de
souris à 7 jours post-infection. Toutefois, une seule différence significative (p <
0,05) a été observée, entre le groupe de souris non-1g non-infectées et le groupe de
souris Tg infectées et ce, tant à 7 qu’à 70 jours post-infection à C. aÏbicans (figure
16A et 16B). Il semble donc que la présence du transgène additionné de l’infection à
C. albicans soient nécessaire afin d’obtenir une augmentation significative de
l’activité enzymatique. Par ailleurs, le phénotype de candidose chronique chez la
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Figure 16. Mesures de la flambée oxydative (moyenne ± écart type) des PMNs
isolés des souris non-Tg et Tg infectées par C. albicans, ainsi que des souris non-Tg
et Tg non-infectées, et ce à 7 jours (A) et à 70 jours (B) post-infection. Une
différence significative (*,p <0,05) est observée entre Je groupe de souris non-Tg
non-infectées et le groupe de souris Tg infectées et ce pour les deux temps à l’étude.
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Énumération des leucocytes du sang périphérique. Des formules sanguines ont été
réalisées et le nombre absolu de chaque population leucocytaire a été calculé chez
quatre groupes de six souris chacun (souris Tg CD4C/HIVM infectées et non-
infectées, ainsi que souris non-Tg infectées et non-infectées), aux jours 7 (figure
17A), 45 (figure 17B) et 70 (figure 17C) post-infection par C. aÏbicans.
À 7, 45 et 70 jours post-infection (A, B et C), le nombre absolu de leucocytes
circulants était comparable parmi les quatre groupes de souris (p> 0,05). Toutefois,
le nombre de lymphocytes, pour ces trois temps d’infection (A, B et C), était diminué
chez les souris Tg infectées et non-infectées comparativement aux souris non-Tg (p <
0,05). De plus, tout au long de la progression de la maladie, le nombre de
lymphocytes était significativement supérieur (p <0,05) chez les souris non-Tg non-
infectées comparativement aux souris non-1g infectées.
Une diminution significative (p < 0,05) du nombre de PMNs entre le groupe
de souris non-1g non-infectées et les trois autres groupes de souris a été observée et
ce, indépendamment du moment de l’infection (A, B et C). De plus, toujours
indépendamment du temps, une augmentation significative (p < 0,05) du nombre de
PMNs a été observée chez les souris 1g infectées comparativement aux trois autres
groupes de souris. Aucune différence significative (p> 0,05) n’a été observée entre
le nombre de PMNs chez les souris non-1g infectées et Tg non-infectées.
Aucune différence notable ne fut observée entre le nombre absolu de
monocytes et le nombre absolu d’éosinophiles parmi les quatre groupes de souris.
Toutefois, une augmentation significative (p < 0,05) du nombre de monocytes
circulants entre les j ours 7 et 70 a été constatée et ce, pour les 4 groupes de souris A,
B et C).
Les souris Tg infectées et non-infectées subissent, tout au long de la progression
de la maladie apparentée au SIDA, une déplétion progressive du nombre de
lymphocytes T circulants comparativement aux groupes de souris non-1g analogues.
Cette diminution a déjà été démontrée, tant aux dépends des lymphocytes T CD4+
que des lymphocytes T CD$+, dans notre laboratoire par cytométrie en flux (de
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Repentigny, 2002). De plus, la souris 1g infectée possède une augmentation marquée
du nombre de PMNs comparativement aux trois autres groupes de souris à l’étude.
L’augmentation du nombre de PMNs circulants chez la souris 1g non-infectée











































Figure 17. Dénombrement des leucocytes du sang périphérique des souris Tg non-
infectées (rouge) et infectées (bleu), ainsi que des souris non-1g non-infectées
(jaune) et infectées (vert). Les prélèvements sanguins ont été effectués à 7 jours (A),
45 jours (B) et 70 jours (C) post-infection avec C. aÏbicans. Les résultats représentent
la moyenne ± l’écart type de chaque population leucocytaire. Tndépendamment du
temps, des différences significatives (*,p < 0,05) sont observées entre le nombre de
lymphocytes retrouvé chez les deux groupes de souris Tg et les deux groupes de
souris non-1g, ainsi qu’entre les souris non-1g non-infectées et non-1g infectées. Le
nombre de neutrophiles est significativement différent (*,p < 0,05) entre le groupe
de souris non-1g non-infectées et tes trois autres groupes, ainsi qu’entre les souris 1g
infectées et les trois autres groupes de sotiris et ce, indépendamment du temps de
l’infection. Le nombre de monocytes circulants augmente significativement (p <
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Évaluation de la charge buccale et de la dissémination systémique de C. albicans
chez la souris Tg CD4C/fflVMUtG CD8 KO — Première expérience. Six souris Tg
CD4C/HIVMutG CD$ KO, six souris CD4C/F{TVMt1tG, six souris CD8 KO et six souris
non-Tg ont été inoculées intra-oralement avec 108 cfu de C. aÏbicans LAM- 1. Les
décomptes buccaux ont été déterminés longitudinalement en procédant à des
écouvillonnages de la cavité buccale. Après la primo-infection (figure I $A) et durant
la phase de porteur chronique (figure 1 8B à E), les décomptes buccaux étaient plus
élevés chez la souris Tg CD4C/HIVM11tG CD8 KO comparativement à ceux des souris
Tg CD4C/HIVMltG. Par contre, immédiatement après la primo-infection, le C.
albicans a été rapidement éliminé de la cavité buccale des souris CD$ KO et des
souris non-1g. Les décomptes buccaux étaient significativement plus élevés chez les
souris 1g CD4C/HIVMtG CD8 KO que chez les souris 1g (p <0,05) durant un court
laps de temps suite à la primo-infection (entre 65 et 67 jours) (figure 1 8A). De plus.
durant la phase de porteur chronique (entre 90 à 189 jours) (figures 1 $B et C), la
différence entre ces deux groupes était presque significative (p = 0,06) et, à partir du
jour 162 (figures 1$C à E), aucune différence significative n’a été observée (p >
0,05). De plus, une différence significative (p < 0,05) fut constatée entre les groupes
exprimant le transgène et les groupes CD8 KO et non-Tg, et ce tout au long de
l’expérience. Les souris CD$ KO et les souris non-1g avaient éliminé le C. aÏbicans
dans les quelques jours suivant la primo-infection. Ces résultats suggèrent que les
lymphocytes T CD$+ pourraient jouer un rôle dans la défense de l’hôte contre C.
albicans au niveau de la muqueuse buccale chez la souris Tg, et ce tôt après la
primo-infection et pendant la phase de porteur chronique. De plus, les lymphocytes T
CD$+ ne sont essentiels au contrôle de la candidose qu’en présence du transgène
puisque l’absence de lymphocytes T CD8+ chez la souris non-Tg a aucun impact sur
les décomptes buccaux. Comme il existe une très grande variabilité entre les
décomptes buccaux de chacune des souris d’un même groupe, celle expérience a été
répétée afin d’augmenter le nombre de sujets par groupe et ainsi mieux déceler les
différences (p < 0,05) entre les souris Tg CD$ KO et 1g.
Des décomptes élevés de C. albicans (? I 0 cfu) furent retrouvés dans
l’estomac et dans les intestins de plus de la moitié des souris CD4C/FUVMUtG CD8
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KO et des souris CD4C/HlVM et, étonnamment, dans ceux des souris non-1g
(tableau II). Inversement, le C. aÏbicans ne fut pas observé dans ces organes de la
souris CD8 KO. La dissémination de C. aÏbicans au cerveau et au foie a été observée
chez 4 et une des 6 souris 1g CD8 KO. De plus, C. albicans a été cultivé de
l’ensemble des organes internes de deux des six souris 1g. Etonnamment, une
dissémination de C. albicans fut observée dans le cerveau des six souris CD8 KO.
De plus, une dissémination systémique de C. aÏbicans a été retrouvée dans le foie et
dans les reins de la majorité des souris non-1g, ainsi que dans les poumons et le
cerveau d’une de ces six souris. Chez les quatre groupes de souris à l’étude.
l’identification sur les Pétris de Sabouraud de deux microorganismes opportunistes
autres que C. aÏb jeans, pourrait en partie expliquer les décomptes retrouvés dans les
organes des souris témoins (ces résultats ne sont pas présentés). En effet, tel
qu’identifiés, la plupart des Pétris concernés contenaient du Candida gzdlÏermondii
ainsi que du Pseudomonas spp. Une hypothèse possible serait que la présence de ces
microorganismes pourrait avoir entraîné l’altération de certains mécanismes de
défense immunitaire qui sont normalement impliqués dans la défense de la muqueuse
buccale contre la dissémination de C. albicans. Ces souris proviennent de l’IRCM,
où elles ont été produites dans un environnement exempt de microorganismes
pathogènes. Dès leur arrivée dans notre laboratoire, une attention particulière leur a
été portée afin d’empêcher toute possibilité d’une éventuelle infection exogène. Ces
résultats compliquent donc l’interprétation des décomptes observés chez les groupes
de souris 1g CD$ KO et 1g. Il paraît donc évident que cette expérience devra être
répétée afin de confirmer ou infirmer ces observations.
En ce qui concerne l’analyse des différentes populations cellulaires du sang et
des ganglions lymphatiques cervicaux (tableau III). les souris CD$ KO n’avaient
effectivement pas de lymphocytes T CD8+. De plus, le nombre de lymphocytes T
CD4+ des souris Tg CD$KO et des souris Tg était très similaire tant au niveau du
sang qu’au niveau des ganglions lymphatiques, mais était significativement différent
(p <0,05) du nombre de lymphocytes T CD4+ retrouvé chez les souris CD8 KO et
non-Tg. De plus, chez la souris Tg. le nombre de lymphocytes 1 CD8+ circulant était
diminué comparativement à celui des souris non-1g, alors qu’il était augmenté dans
les ganglions des souris 1g comparativement à celui des souris non-1g. Cette
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dernière observation est également constatée chez la souris CD4C/HIVMIItA, de même
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Figure 1$. Décomptes buccaux de C. aÏbicans retrouvés lors de la première
expérience chez les souris Tg CD4C/HTVMutG CD8 KO (ligne rouge), chez les souris
Tg CD4C/HTVM (ligne bleue), chez les souris CD$ KO (ligne verte), ainsi que
chez les souris non-Tg (ligne orange) (A, 3, C, D et E). Une différence significative
(p <0,05) a été observée entre les jours 65 et 67 au niveau des décomptes buccaux
chez les souris Tg CD4C/HJVM1tG CD8 KO comparativement aux trois autres
groupes de souris à l’étude. Les résultats représentent la moyenne des cfti ± l’écart
type calculé par groupe de souris.





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Évaluation de la charge buccale de C. atbicans chez la souris 1g CD4C/HIVM11tG
CD$ KO - Deuxième expérience. Douze souris 1g CD4C/HIVtG CDS KO, sept
souris 1g CD4C/HIVMutG CD$ KO hétérozygotes et quatre souris CD4C/HIVMI1tG ont
été inoculées intra-oralement de 108 cfu de C. albicans LAM-L Les décomptes
buccaux ont été déterminés longitudinalement en procédant à des écouvillonnages de
la cavité buccale.
Cette fois, suite à la primo-infection et jusqu’au jour 74, il n’y a pas eu de
différence significative (p > 0,05) entre les souris Tg CD8 KO et les souris Tg.
Toutefois, à partir du jour 7$ jusqu’au dernier jour d’écouvillonnage (jour 163), les
décomptes buccaux retrouvés chez les souris 1g CD$ KO ainsi que chez les souris
Tg CD$ KO hétérozygotes étaient significativement plus élevés (p < 0,05) que ceux
retrouvés chez les souris 1g. Il n’y a pas de eu différence significative (p > 0,05)
entre les groupes de souris 1g CD8 KO homozygotes et hétérozygotes. De plus, des
analyses statistiques, réalisées à partir des résuLtats regroupés des deux expériences,
ont permis de confirmer la différence significative observée à partir du jour 7$ entre
les souris 1g CD8 KO et Tg. Cette expérience est présentement en cours.
Ces résultats confirment que les lymphocytes T CD8+ jouent un rôle dans la
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Figure 19. Décomptes buccaux de C. aÏbicans recueillis lors de la deuxième
expérience chez les souris Tg CD4C/HIVM1tG CD$ KO (ligne rouge), chez les souris
Tg CD4C/HIVMt1tG CD$ KO hétérozygotes (ligne bleue), ainsi que chez les souris Tg
CD4C/FHVMUtG (ligne verte) (A, B et C). À partir du jour 7$, une différence
significative (p < 0,05) est observée entre les groupes de souris Tg CD$ KO et Tg.
Les résultats représentent la moyenne des cfu + l’écart type calculé par groupe de
souris.
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Évaluation de ta charge buccale de C. atbicans chez la souris Tg
mCD4C/fflVM1tG. Pour cette expérience, quatre souris Tg mCD4C/H1VM et deux
souris non-Tg ont été inoculées intra-oralement de i08 cfu de C. albicans LAM-1.
Les décomptes buccaux ont été détenninés longitudinalement en procédant à des
écouvillonnages de la cavité buccale. Contrairement aux souris CD4C/HJVM1ItA et
CD4C/JllVM1tG, le C. albicans a été rapidement éliminé de la cavité buccale. et la
phase de porteur chronique n’a pu être établie chez la souris mCD4C/H1VM1tG (figure
20). De plus, durant la primo-infection, les cfu buccaux de C. albicans des souris
mCD4C/HIVMutG n’étaient pas significativement différents (p > 0,05) des cfu
retrouvés chez les souris non-Tg. Puisque l’expression du transgène est restreinte aux
lymphocytes T CD4+, contrairement aux souris CD4C/HTVM1tA et CD4C/HIVMUtG,
où le transgène est exprimé chez les lymphocytes T CD4+, les macrophages et les
cellules dendritiques, ces résultats indiquent qu’une perturbation restreinte aux
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Figure 20. Décomptes buccaux chez quatre souris Tg mCD4C/HIVMUIG (lignes en
couleur) et chez deux sotiris non-Tg (lignes noires) inoculées intra oralement de C.
albicans. Chez ces souris, C. albicans a été éliminé aussi rapidement que chez les
souris témoins non-1g. Les résultats représentent les cfti calculés pour chaque souris,
et ce jusqu’à 292 jours.
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Évaluation de la charge buccale de C. albicans chez la souris 1g
CD4EIIIWMI1tG. Six souris Tg CD4E/HIVM1tG et six souris non-1g ont été inoculées
intra-oralement de 108 cfu de C. albicans LAM- 1. Les décomptes buccaux ont été
détenninés longitudinalement en procédant à des écouvillonnages de la cavité
buccale. Tout comme chez les souris CD4C/HWMt1tA et CD4C/HIVMt1tG, un état de
porteur chronique de C. albicans fut établi chez la souris CD4E/HIVM1tG (figure 21).
Néanmoins, l’ampleur des cfu buccaux de la souris CD4E/HIVMtItG était beaucoup
plus faible que celle des souris CD4C/HWM et CD4C/ IVMUtG. De plus, trois
souris 1g CD4E/HWM1tG sur six ont réussi à éliminer le C. albicans après la phase
d’état de porteur chronique. Puisque l’expression du transgène chez cette lignée de
souris est restreinte aux lymphocytes T CD4+ et aux cellules dendritiques,
comparativement aux souris CD4C/HIVM et CD4C/HIVMUtG chez lesquelles le
transgène est exprimé chez les lymphocytes T CD4+, les cellules dendritiques et les
macrophages, ces résultats indiquent qu’une perturbation des lymphocytes T CD4+
et des cellules dendritiques est suffisante pour obtenir une infection persistante par C.
aÏbicans. Ces résultats suggèrent que l’expression du gène nef dans les lymphocytes
T CD4+ et dans les cellules dendritiques, mais non dans les macrophages. est
suffisante afin d’établir et de maintenir une infection buccale chronique de C.
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Figure 21. Décomptes buccaux chez six souris Tg CD4E/HIVMIItG (lignes en
couleur) et chez six souris non-Tg (lignes noires) inoculées ultra oralement avec C.
albicans. Chez les souris Tg CD4E/HIVML1tG, un état de porteur chroniqtte fut établi.
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Évaluation de la dissémination systémique de C. atbicans chez les souris 1g
mCD4CIIUVMutG et Tg CD4EIIIIVMUtG (tableau IV). Tout comme chez la souris
Tg CD4C/HIVMUIG. de hauts niveaux de cfu de C albicans ont été retrouvés dans
l’estomac et les intestins des souris CD4E/HIVMUtG. Au contraire, aucune levure ne
fut retrouvé chez la souris mCD4C/HIVMUtG ni chez la souris non-Tg. La
dissémination de C. aÏb jeans au cerveau, aux poumons et aux reins a été retrouvée
chez deux des six souris Tg CD4E/HIVMUtG et, de plus, dans le foie de trois des six
souris Tg CD4C/HIVM1itG. Toutefois, la dissémination se limita à un ou deux organes
seuLement, à l’exception d’une seule souris Tg CD4C/HTVMUtG chez laquelle il y eu
dissémination systémique aux quatre organes. Les décomptes de C. albieans dans les
organes profonds des souris Tg étaient assez faibles, tel qu’observé précédemment
chez la souris CD4C/HIVM (de Repentigny, 2002).
Évaluation des populations lymphocytaires du sang et des ganglions
lymphatiques cervicaux des souris 1g mCD4C/HIVMUtG et CD4E/HIVMUIG
(tableau V). Chez les souris Tg CD4C/HIVM1tG, mCD4C/HJVM1tG et CD4E/HWM1tG
infectées à C. aÏbicans, le nombre de lymphocytes T CD4+ était significativement
abaissé (p < 0,05) comparativement à celui des souris non-Tg. Cette observation
semble correspondre à l’expression du transgène dans les lymphocytes T CD4+ chez
chacune de ces lignées de souris Tg, et cette diminution de lymphocytes T CD4+ est
similaire à celle retrouvée chez les souris CD4C/HIVMut. (de Repentigny, 2002).
Chez les souris Tg, le nombre de lymphocytes T CD8+ dans le sang était abaissé
comparativement à celui des souris non-Tg, contrairement aux souris
mCD4C/HIVMUtG chez lesquelles cette population cellulaire était augmentée. Le
nombre de ces cellules était augmenté dans les ganglions lymphatiques cervicaux des
souris Tg, comparativement aux souris non-Tg. Cette dernière observation se
retrouve également chez la souris CD4C/HIVM1tA (Hanna, 199$).
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Déplétion des macrophages de la rate et de la muqueuse buccale à l’aide de
liposomes contenant du clodronate. Afin de vérifier s’il était possible de dépléter
les macrophages résidant dans la muqueuse buccale, des liposomes contenant du
clodronate (L-C12MDP) ont été injectés par la voie intraveineuse et par la voie intra
jugale à 3 souris non-1g. Les deux groupes témoins, dont l’un a reçu des liposomes
contenant du PBS et l’autre du PBS seulement, étaient aussi constitués de trois souris
chacun. Toutes les souris ont été sacrifiées 4$ heures après l’administration du
traitement. La muqueuse buccale et la rate de chaque souris ont été prélevées. La rate
a servi de témoin positif pour cette expérience préliminaire, car dans la littérature
(van Rooijen, 1994) il est connu que l’injection de L-C12MDP par la voie
intraveineuse entraîne une déplétion de 50% des macrophages dans cet organe.
Ensuite, les populations cellulaires obtenues ont été marquées à l’aide d’anticorps
permettant d’identifier les macrophages (CDÎ1b+, CD11c-, IAk+) et elles ont été
analysées par cytométrie en flux. Une déplétion de 50% des macrophages de la rate a
été obtenue chez les souris ayant reçu des L-CÏ2MDP en comparaison aux deux
groupes de souris témoins (tableau VI). Ce résultat nous a permis de confirmer que
ce traitement permet de dépléter les macrophages. De plus, nous avons également
réussi à obtenir une déplétion de 50% des macrophages de la muqueuse buccale chez
ces mêmes souris comparativement aux souris ayant reçu des L-PBS et du PBS
(tableau VI). Ceci confirme que l’action du liposome seul (contenant du PBS) n’est
pas suffisante pour engendrer une déplétion de ces cellules. Ce résultat représente la























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Cette étude nous a permis d’approfondir les connaissances actuelles concernant les
différents mécanismes immunitaires compensatoires qui participent à la défense de la
muqueuse buccale de l’hôte contre la COP dans le contexte de l’infection au VIH-1.
Pour ce faire, nous avons eu l’opportunité d’utiliser la souris Tg CD4C/HIVM” qui,
suite à l’infection expérimentale de la muqueuse buccale par C. albicans, développe
une candidose oropharyngée très similaire tant au niveau pathologique que clinique à
celle observée chez les patients infectés au VIH. Tel que mentionné dans les sections
précédentes, de nombreuses études ont permis de confirmer que les lymphocytes T
CD4+ contribuent grandement à l’élimination de C. albicans dans la pathogenèse de
la COP. Toutefois, en absence de cette population cellulaire, très peu ou pas de
dissémination systémique aux organes profonds de C. aÏbicans fut observée chez
l’hôte. Il semble donc qu’il existe des mécanismes immunitaires qui compensent
l’absence des lymphocytes T CD4+ afin de limiter la levure à la muqueuse buccale
tout en l’empêchant de disséminer. Jusqu’à maintenant, plusieurs populations
cellulaires ont été étudiées afin de déterminer leur potentiel fongicide à l’égard de C.
albicans ainsi que leur contribution potentielle à la défense de l’hôte dans la
pathogenèse de la COP. Les principales cellules considérées dans la présente étude
comme potentiellement effectrices à l’égard de C. albicans chez la souris Tg sont les
PMNs, les lymphocytes T CD8+ et les macrophages.
La déplétion des PMNs à l’aide de l’Acm RB6-8C5 chez la souris Tg, n’a ni
entraîné une augmentation de la charge buccale, ni une dissémination aux organes
profonds et ce, tant suite à la primo-infection que pendant la phase de porteur
chronique de C. aÏbicans. Deux différentes études de Jensen et al. (1993 et 1994) ont
permis de démontrer que l’infection buccale de souris SCID avec C. albicans suivie
trois semaines plus tard d’une déplétion des PMNs à l’aide de l’Acm RB6-8C5. a
résulté en une augmentation de la charge buccale ainsi qu’en la dissémination
systémique de C. aÏbicans chez toutes les souris étudiées comparativement aux
souris témoins déplétées (souris SCID et souris immunocompétentes). De plus.
Cantoma et al. (1990) ont démontré que l’infection orogastrique de souris bg/bg
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nu/nu a mené à une augmentation de la charge buccale et à la dissémination
systémique de C. albicans chez toutes les souris comparativement aux souris témoins
bg/bg, nu/nu, bg/bg nu/+ et immunocompétentes. Finalement, la déplétion des
PMNs, deux jours avant l’infection buccale à C. albicans chez des souris BALB/c, a
permis à l’équipe de farah et al. (2001) d’observer une augmentation de la sévérité
de l’infection buccale, mais seulement aux jours 1, 4 et 6 post-traitement et non au
cours des jours suivants. Dans cette dernière étude, rien n’est indiqué concernant la
dissémination systémique de C. aÏbicans ou la mortalité chez ces souris suite au
traitement à l’aide de l’Acm. Les modèles animaux utilisés dans ces études et/ou le
moment où le traitement a été administré sont probablement les deux principales
causes de la discordance apparente entre nos résultats et ceux présentés ci-haut. En
effet, la souris SCID a une atteinte de l’immunité humorale et de l’immunité à
médiation cellulaire alors que la souris Tg CD4C/HJVMhtA n’a qu’une déplétion
progressive des lymphocytes T CD4+. La déplétion des PMNs chez la souris SCID
implique que seuls les macrophages et les cellules dendritiques pouvaient alors
potentiellement contribuer à la défense de l’hôte contre C. aÏbicans, tandis que chez
la souris Tg CD4C/HIVM1tA la majorité des populations cellulaires effectrices, bien
qu’affectées à différents degrés par l’évolution de la maladie, sont encore présentes
afin de contribuer à la défense de la muqueuse buccale. Il semble probable que chez
la souris SCID, les deux populations cellulaires fonctionnelles ne soient pas aptes à
empêcher la croissance et la dissémination du champignon en raison de l’absence de
la majorité des cytokines et des molécules costimulatrices normalement nécessaires à
l’activation de ces cellules en réponse à l’infection. Pour sa part, la souris bg/bg
nu/nu a, en plus d’une atteinte au niveau des lymphocytes T (incluant les
lymphocytes T CD8+ qui ne sont atteints qu’à la toute fin du développement de la
maladie, dans notre modèle de souris), une déficience combinée des PMNs et des
macrophages. Dans ce cas, il paraît évident que l’absence des deux principales
populations cellulaires effectrices à l’égard de C. albicans, en plus d’une absence de
l’immunité à médiation cellulaire soient responsables de la dissémination systémique
de la levure. De plus, il semble que les kératinocytes, par la production de molécules
fongicides, soient également insuffisants afin d’empêcher l’amplification de la
croissance ainsi que la dissémination de C. alb jeans chez les deux modèles de souris
utilisés dans les études concernant les souris SCID et les souris bg/bg nu/nu. De plus.
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il est tout à fait possible, dans notre étude, que ce soit les deux périodes de temps où
la déplétion des PMNs a été effectuée et/ou encore la durée de la neutropénie chez la
souris 1g qui soient responsables de l’absence d’amplification de la candidose. En
effet, Chakir et al. (1994) avaient observé une augmentation du nombre de PMNs
dans la muqueuse buccale 48 heures suivant l’infection de souris
immunocompétentes. Dans les jours qui suivirent, ce recrutement de PMNs à la
muqueuse s’atténua et après 6 jours consécutifs d’infection, aucun PMNs ne fut
observé dans la muqueuse (Chakir et al., 1994). Cette observation avait alors permis
de soulever l’hypothèse que les PMNs pourraient contribuer à la défense de la
muqueuse buccale dans les étapes précoces de l’infection à C. albicans. L’hypothèse
de Chakir et al. selon laquelle les PMNs sont les premières cellules recrutées au site
d’infection afin de contrôler la prolifération du pathogène, permet aussi d’expliquer
l’augmentation de la charge buccale de C. albicans, observée par farah et al.
(2001), chez la souris BALB/c préalablement déplétée de ses PMNs. Il est donc tout
à fait probable que la déplétion des PMNs, avant de procéder à l’infection buccale
chez la souris BALB/c, ait entraîné l’augmentation de la charge buccale de C.
albicans, car les autres populations cellulaires contribuant normalement à l’immunité
innée n’ont pas encore eu le temps, dans ce cas, de devenir effectrices contre C.
aÏbicans et sont alors incapables de compenser pour la neutropénie. Dans la présente
étude, la déplétion des PMNs a été effectuée à 20 ainsi qu’à 45 jours post-infection à
C. albicans, c’est-à-dire dans des périodes de temps où aucun rôle n’a été démontré
jusqu’à maintenant pour les PMNs contre C. albicans in vivo, puisque ces moments
correspondent plutôt au développement de la défense immunitaire acquise. Il est
donc possible que la déplétion des PMNs chez la souris Tg, suite à la primo-infection
et dans la phase de porteur chroniqtie, soit compensée par l’activité d’autres
populations cellulaires effectrices, telles que les macrophages et/ou les lymphocytes
T CD$+. De plus, il est possible qu’une neutropénie de 7 jours ne soit pas
suffisamment prolongée afin d’entraîner une augmentation de la charge buccale et/ou
encore la dissémination de C. atbicans aux organes profonds chez la souris Tg. En
effet, il est maintenant établi chez l’humain que suivant une neutropénie de moins de
7 jours, il n’y aura généralement pas d’administration d’antifongiques en prophylaxie
chez le patient car l’incidence de la candidose disséminée d’origine endogène est
alors très faible, tandis que lors d’une immunodépression prolongée, comme c’est le
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cas lors d’une greffe de moelle osseuse allogénique, des antifongiques seront
administrés en prophylaxie car le risque de dissémination de C. aÏbicans est alors très
élevée. Il est impossible, en utilisant le présent devis expérimental, d’explorer
l’éventualité d’une neutropénie prolongée à cause de l’apparition d’anticorps anti
RB6-$C5 qui neutralisent l’anticorps induisant la déplétion après 7 jotirs consécutifs
de traitement (Han et ah, 1997).
En plus d’avoir démontré que les PMNs ne contribuent pas à limiter
l’augmentation de la charge buccale ni à empêcher la dissémination systémiques de
C. albicans suite à la primo-infection et pendant la phase de porteur chronique chez
la souris 1g, nous avons vérifié si l’activité enzymatique des PMNs et/ou leur
nombre au niveau de la circulation sanguine chez la souris 1g seraient affectés et ce,
indirectement par l’expression du transgène. Nous avons donc observé que l’activité
enzymatique des PMNs chez la souris 1g infectée avec C. aÏbicans était augmentée,
comparativement à l’activité enzymatique des souris non-1g non-infectées et ce,
suite à ta primo-infection ainsi qu’à la fin de la phase de porteur chronique. Nos
résultats ne concordent pas avec les études démontrant une différence entre l’activité
enzymatique des PMNs isolées de patients infectés au VII-I et des PMNs isolés de
sujets non-infectés au VIH. En effet, aucune différence ne fut observée entre
l’activité enzymatique des PMNs des souris non-1g et des souris 1g non-infectées.
L’absence de différence entre l’activité enzymatique des PMNs des souris Tg
infectées et non-infectées ainsi qu’entre tes souris non-1g et 1g infectées suggère
que cette augmentation résulte de l’expression du transgène combinée à l’infection à
C. aÏbicans. L’activité enzymatique des PMNs chez la souris 1g infectée ou non avec
C. albicans n’est donc pas altérée par l’expression du transgène. Il est possible que
l’infection persistante à C. albicans chez la souris Tg ait entraîné un état d’activation
permanent de l’immunité et que cela ait résulté en l’activation amplifiée ou encore
en la surproduction des enzymes contenues à l’intérieur des PMNs.
Le nombre de PMNs circulants est augmenté chez la souris Tg infectée et ce,
tout au long de la progression de la maladie, comparativement aux trois autres
groupes de souris. Cette observation ne correspond pas à la déplétion progressive des
PMNs chez l’humain infecté au VII-I (Aboulafia et al., 1991). Jusqu’à maintenant.
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aucune équipe de chercheurs n’a pu expliquer les mécanismes qui sous-tendent cette
déplétion. Il est fort probable que l’absence de production de virion chez la souris Tg
soit en cause. La possibilité que l’absence de déplétion progressive des PMNs chez la
souris Tg soit reliée à la mutation de plusieurs gènes du VII-1-1 chez la souris Tg
CD4C/HIVM1tA est exclue, car l’augmentation du nombre de PMNs fut aussi observé
chez la souris Tg CD4C/HIVWT chez laquelle tous les gènes du VII-I-1 étaient intacts
(Hanna et al., 199$). De plus, il semble que cette augmentation ait été observée chez
toutes les lignées de souris CD4C/HIVM produites (Hanna et al.. 1998).
L’augmentation de la charge buccale observée chez la souris CD4C/HIVMutG
CD$ KO comparativement à la souris CD4C/HIVMu représente la toute première
démonstration que les lymphocytes T CD8+ participent à la défense de l’hôte contre
la COP en limitant la croissance, chez la souris Tg, de C. albicans in vivo.
L’augmentation des cfu chez la souris Tg CD$ KO se manifeste au début de la phase
de porteur chronique, qui coïncide chez ces souris avec la diminution progressive du
nombre de lymphocytes T CD4+, et semble se maintenir tout au long de cette phase
(présentement en cours). L’absence uniquement des lymphocytes T CD8+, comme
c’est le cas chez la souris CD8 KO, n’est pas suffisante pour engendrer le phénotype
de la COP chez la souris immunocompétente. Il semble donc que les lymphocytes T
CD8+ participent à la défense de la muqueuse buccale, dans le cas particulier où il y
a une atteinte ati niveau du nombre des lymphocytes T CD4+. Cette dernière
constatation va de pair avec l’hypothèse de Myers et al. suggérant un rôle potentiel
pour les lymphocytes T CD$+ contre la COP, après avoir observé l’accumulation de
ces cellules dans la lamina propria de patients infectés au VU-T et atteints de COP et
ce, de façon plus marquée lors de la diminution dramatique du nombre de
lymphocytes T CD4+ au cours du développement de la maladie. L’élimination de C.
albicans au niveau de la muqueuse buccale chez la souris non-Tg et la souris CD8
KO suggère que seule l’altération combinée du nombre de lymphocytes T CD4+
engendrée par l’expression du transgène, et des lymphocytes T CD$+, est nécessaire
afin qu’il y ait une augmentation de la charge de C. aÏbicans au niveau de la
muqueuse buccale. Par l’utilisation dun modèle de souris knockout pour les
lymphocytes T CD8+, nous démontrons la contribution de cette population cellulaire
à la défense de l’hôte contre la COP tout au long de la progression et de l’évolution
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de la maladie chez la souris Tg, comparativement aux études non-concluantes dans
lesquelles des anticorps monoclonaux anti-CD4 et anti-CD$ furent administrés sans
succès à des souris immunocompétentes. L’absence de différence entre les
décomptes buccaux retrouvés chez la souris 1g CD$ KO et la souris Tg CD8 KO
hétérozygote permet de cerner un peu plus le rôle exact des lymphocytes T CD$+. En
effet, il a été démontré par Fung-Leung et al. (1991) que chez la souris hétérozygote
non-Tg (un seul des deux allèles de la chaîne Œ du récepteur CD8 est muté) le
nombre de récepteurs CD$ est diminué de moitié. Toutefois, des études
fonctionnelles des lymphocytes T CD$+ provenant de ces souris ont permis de
démontrer que l’activité cytotoxique de ces cellules est comparable à celle provenant
des souris témoins normales (Fung-Leung et al., 1991). Selon nos résultats, il
semblerait donc que la diminution du nombre de récepteurs CD$ chez la souris Tg
CD$ KO hétérozygote soit suffisante pour causer l’amplification de la charge
buccale chez la souris Tg. L’interaction entre le complexe du CMH de classe I
peptide antigénique et le complexe TCRŒI3 CD3 accompagné récepteur CD8
présent sur la cellule T est responsable de la différenciation des lymphocytes T CD$+
naïfs en CTL. Ensuite, soit le CIL tuera directement le pathogène. ou il contribuera
indirectement à l’élimination du pathogène en sécrétant des cytokines essentielles à
l’activation des autres populations cellulaires effectrices. Dans le cas où les CIL
joueraient un rôle direct dans la COP serait-il plus probable : (i) dobserver un
phénotype candidose intermédiaire à celui de la souris 1g et de la souris Tg CD$ KO
et ce, en partie à cause de l’activité cytotoxique normale de ces cellules ou alors (ii)
qu’un niveau basal du nombre de CTL fonctionnels permettraient une réponse
cytotoxique normale et complète qui, lorsque franchi, aurait pour conséquence
l’inefficacité des CIL résiduels à maîtriser la prolifération de C. albicans. Dans ce
dernier cas, on observerait alors le même phénotype de candidose que celui retrouvé
chez les souris Tg CD$ KO. Malgré les études de Beno et al. (1995) démontrant le
rôle cytotoxique direct des lymphocytes T CD8+ à l’égard de C. albicans in vitro, les
observations de Myers et al. (2003) supportent L’hypothèse que tes CIL joueraient
plutôt un rôle indirect dans la pathogenèse de la COP et ce. à cause de la distance
éloignée entre te C. aÏbicans à la surface de la muqueuse buccale et les CIL
accumulés à l’interface de la lamina propria et de la couche basale de l’épithélium. Il
est donc plus probable que l’augmentation des cfu observée tant chez la souris 1g
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CD8 KO que la Tg CD8 KO hétérozygote soit le résultat de l’incapacité des cellules
effectrices, telles les macrophages, à contrôler l’infection en absence des cytokines
activatrices normalement sécrétées par les CTL.
Plusieurs méthodes ont été utilisées jusqu’à maintenant afin de vérifier
l’implication des macrophages dans certains phénomènes biologiques en les
déplétant in vivo. Ces méthodes de déplétion des macrophages étaient basées sur
l’administration de certains produits tels que la silice, les particules de carbone, la
carrageenane et l’acide polyinosinique: polycytidylique (poly[I C]). Toutefois,
certains de ces produits tels la silice, les particules de carbone et la carrageenane
n’agissent pas uniquement sur les macrophages, n’induisent pas de déplétion
complète de cette population cellulaire et ne permettent pas de cibler spécifiquement
la déplétion des macrophages à un organe en particulier (van Rooijen et al., 1997).
De plus, certaines études ont permis de démontrer que la carrageenane ainsi que le
poly[FC] activent les macrophages directement à produire des cytokines tel que
l’IFN-y, ainsi que le NO (van Rooijen et at., 1997 ; Jensen et al., 1992). Évidemment.
l’hétérogénéité de la population macrophagique constitue le principal obstacle à
l’obtention d’une déplétion totale de ces cellules et de plus, en raison de l’absence
d’un récepteur ou d’une molécule de surface spécifique au macrophage, la
production de souris knockout pour la population des monocytes/macrophages est
impossible jusqu’à maintenant. L’utilisation de liposomes contenant du c]odronate
constitue un choix judicieux afin de répondre à nos hypothèses concernant
l’implication des macrophages chez la souris Tg dans la défense de l’hôte contre la
COP. Les Liposomes sont de petites vésicules lipidiques qui une fois administrées à
l’hôte, ne peuvent être éliminées que par la phagocytose. En effet, c’est seulement
une fois à l’intérieur du phagolysosome du macrophage que le liposome sera dégradé
et que le clodronate contenu à l’intérieur du liposome sera relâché afin d’induire
l’apoptose de la cellule cible. Un autre avantage de l’utilisation des liposomes
contenant du ctodronate s’avère la très courte demie-vie (quelques secondes) du
clodronate à Fintérieur de la circulation sanguine et des fluides corporels (van
Rooijen et al., 1997). De plus, à l’état libre, le clodronate ne traverse ni ne diffuse à
travers la membrane plasmique des cellu]es. Il a été démontré que les PMNs (Qian et
al., 1994), les cellules dendritiques (van Rooijen et al., 1989) et les autres cellules
1 C’
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non-phagocytaires ne sont nullement affectés par l’activité des liposomes contenant
du clodronate (Claassen et al., 1990). L’administration de liposomes contenant du
clodronate offre la possibilité de dépléter sélectivement les macrophages d’un organe
en particulier. En effet, jusqu’à maintenant, il a été démontré qtie l’administration de
liposomes contenant du clodronate par la voie intraveineuse et par la voie
intrapéritonéale entraînent la déplétion des macrophages de la rate et du foie (van
Rooijen et al., 1989 et 1990) ; que par la voie sous-cutanée ce sont les macrophages
des ganglions lymphatiques qui sont déplétés (Delemarre et al., 1990) ; que par la
voie intra-trachéale, ce sont les macrophages alvéolaires qui sont déplétés (Thepen et
al., 1989) de même que, par injection locale au niveau des testicules, les
macrophages testiculaires sont déplétés (Bergh et aL., 1993). Une limitation de cette
méthode est que les liposomes doivent se rendrent physiquement aux macrophages
afin d’induire leur déplétion. Donc, ils sont incapables de traverser les parois des
capillaires sanguins ainsi que les tissus trop denses afin de dépléter les macrophages
situés plus profondément à l’intérieur d’un organe comme c’est te cas pour les
macrophages spiéniques qui ne peuvent être déplétés qu’à 50% à cause de
l’inaccessibilité de certaines sous-populations de macrophages au sein de la rate.
Dans cette étude, nous avons réussi à démontrer pour la toute première fois q&il est
possible de dépléter spécifiquement les macrophages résidant dans les muqueuses
buccales de souris, par injection infra-j ugale de liposomes contenant du clodronate.
Ainsi il sera possible de vérifier si la déplétion des macrophages chez la souris Tg
entraînera ou non l’augmentation de la charge buccale et/ou la dissémination
systémique de C. aÏbicans. Il sera important toutefois de s’assurer que la déplétion
optimale au niveau de la muqueuse buccale correspond à seulement la moitié des
macrophages.
Les résuLtats obtenus à l’aide des souris 1g mCD4C/HTVM et des souris Tg
CD4E/HWML1tG nous permettent, a priori, d’émettre l’hypothèse que les macrophages
semblent être, en partie responsables de l’élimination de C. albicans au niveau de la
muqueuse buccale chez la souris Tg. En effet, le C. albicans a été complètement
éliminé de la muqueuse buccale de la souris Tg mCD4C chez qui le fransgène
s’exprimait seulement chez les lymphocytes T CD4+, alors que le phénotype de la
C candidose oropharyngée n’a été observé que chez la moitié des souris 1g CD4E chez
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qui le transgène s’exprime chez les lymphocytes T CD4+ et chez les cellules
dendritiques, mais pas chez les macrophages. Ces résultats indiquent que
l’expression du transgène dans les macrophages est requise afin d’obtenir une
candidose oropharyngée chez toutes les souris, mais que l’expression du transgène
uniquement dans les cellules dendritiques et les lymphocytes T CD4+ est suffisante
et nécessaire afin d’obtenir le phénotype de la candidose oropharyngée. Chez la
souris Tg CD4E, dans le cas où l’expression du transgène altèrerait, chez la cellule
dendritique, la production des cytokines activatrices, il est aussi possible que
l’expression du transgène ait entraîné indirectement l’altération des fonctions
effectrices des macrophages résultant en l’apparition du phénotype. Evidemment,
seules les études de déplétion des macrophages permettront de répondre hors de tout
doute à ces questions.
Les perspectives pour ce projet de recherche sont nombreuses. En ce qui
concerne les PMNs des souris Tg, il sera intéressant de vérifier si la phagocytose et
l’activité fongicide de ces cellules sont altérées ou non alors que l’on sait maintenant
que leur activité enzymatique est normale. Récemment, nous avons effectué la
déplétion des PMNs à 70 jours post-infection à C. albicans (résultats non-présentés).
Ces résultats confirment que les PMNs ne jouent aucun rôle dans la pathogenèse de
la COP dans le cas d’une déplétion de relativement courte durée et ce, pour les trois
temps étudiés. De plus, il sera intéressant de vérifier si le phénotype buccal des
souris Tg CD$ KO se maintient dans les étapes plus tardives du développement de la
maladie, ainsi que l’apparition ou non de dissémination systémique chez ces souris.
La réalisation d’un transfert adoptif de lymphocytes T CD8+ chez la souris Tg CD8
KO sera nécessaire afin de renverser l’augmentation des cfu de la cavité buccale que
l’on a observé chez ces souris comparativement aux souris Tg CD4C/HIVMUtG. Chez
les souris Tg, il sera pertinent de vérifier si la production d’IfN-’y est altérée ou non
chez les lymphocytes T CD8+ ainsi que d’administrer cette même cytokine aux
souris Tg CD$ KO afin de vérifier si la charge buccale de C. albicans demeurera la
même, permettant ainsi de déterminer si les lymphocytes T CD8+ jouent
principalement un rôle direct ou indirect dans la pathogenèse de la COP. Les
macrophages devront être déplétés chez la souris Tg à l’aide des liposomes contenant
C du clodronate et ce, aux mêmes moments que ceux étudiés pour la déplétion des
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PMNs afin de vérifier si la déplétion des macrophages entraîne ou non
l’augmentation de la charge buccale et/ou une dissémination systémique de C.
aÏbicans chez la souris Tg. Finalement, des analyses fonctionnelles complètes des
macrophages devront être effectuées afin de vérifier si l’expression directe du
transgène dans ces cellules altère ou non la flambée oxydative, la production de NO,
la phagocytose et l’activité fongicide contre C albicans.
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